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lb . 

Herpesvirus recombinant pokkenvirus . 
Verwijzing naar verwante octrooiaanvragen. 

15 

Deze octrooiaanvrage is een continuation-in-part 
van de op 16 augustus 1989 ingediende Amerikaanse octrooi- 
aanvrage 394.488, die weer een continuation-in-part van de 
op 17 april 198 9 ingediende Amerikaanse octrooiaanvrage 
20 339.004 is. 

Gebied van de uitvinding. 

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een 
25 gemodif iceerd pokkenvirus en op methoden om dit te bereiden 
en te gebruiken. De uitvinding heeft in het bijzonder 
betrekking op recombinant pokkenvirus, welk virus genpro- 
dukten van een herpesvirusgen tot expressie brengt en op 
vaccins die een beschermende immuniteit tegen herpesvirus - 
3 0 infect ies geven. 

In deze aanvrage zijn vele publikaties met arabi- 
sche cijfers zonder haken aangegeven. Een volledige vermel- 
ding van deze referenties is te vinden aan het einde van de 
beschri jving, direct voor de conclusies . Deze referenties 
35 beschrijven de stand der techniek waarop deze uitvinding 
betrekking heeft. 
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Achtergrond van de uitvinding. 

Vaccinia virus en recenter andere pokkenvirussen 
zijn toegepast voor het invoegen en tot expressie brengen 
van vreemde genen. De basistechniek voor net invoeren van 
5 vreemde genen in levend infectueus pokkenvirus brengt 
recombinant ie van pokken DNA volgorden die een vreemd 
genetisch element in een donorplasmide flankeren en homolo- 
ge volgorden aanwezig in het reddende pokkenvirus (28) met 
zich mede . 

10 Specifiek worden de recombinant pokkenvirussen 

volgens twee, uit de stand der techniek bekende methoden 
geconstrueerd, analoog aan de methoden voor het verkrijgen 
van synthetische recombinanten van het vacciniavirus, 
beschreven in het Amerikaanse octrooischrif t 4.603.112. 

15 Allereerst wordt de in het virus in te voegen DNA 

genvolgorde, in het bijzonder een open afleesraam uit een 
niet-pokkenbron, geplaatst in een E. coli plasmideconstruc- 
tie waarin DNA homoloog aan een gedeelte van het DNA van 
het pokkenvirus is ingevoegd. Afzonderlijk wordt de DNA 

2 0 genvolgorde die moet worden ingevoegd gebonden aan een 
promotor. De promotor-genbinding wordt geplaatst in de 
plasmideconstructie , zodanig dat de promotor-genbinding aan 
beide uiteinden wordt geflankeerd door DNA homoloog aan een 
DNA volgorde die een gebied van pokken DNA die een niet- 

25 essentieel gebied bevat f lankeert . De verkregen plasmid- 
econstructie wordt daarna door groei in E. coli bacterien 
(11) vermeerderd en geisoleerd (12, 20) . 

Ten tweede wordt het geisoleerde plasmide dat de 
in te voegen DNA genvolgorde bevat door transfectie overge- 

30 bracht in een celcultuur, bijvoorbeeld kippenembryof ibro- 
blasten, tezamen met het pokkenvirus. Recombinatie tussen 
respect ievelijk homoloog pokken DNA in het plasmide en het 
virale genoom geef t een pokkenvirus dat door de aanwezig- 
heid, in een niet-essentieel gebied van het genoom ervan, 

35 van vreemde DNA volgorden is gemodif iceerd . De aanduiding 
"vreemd" DNA duidt op exogeen DNA, in het bijzonder DNA uit 
een niet-pokkenbron, dat codeert voor genprodukten die niet 
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gewoonlijk worden geproduceerd door het genoom waarin het 
exogene DNA is gebracht . 

Genetische recombinatie is in het algemeen de 
uitwisseling van homologe gedeelten van het DNA tussen twee 
5 DNA strengen. In bepaalde virussen kan RNA DNA vervangen. 
Homologe gedeelten van het nucleinezuur zijn nuclelnezuur- 
gedeelten (DNA of RNA) die dezelfde volgorde van nucleoti- 
debasen bezitten. 

Genetische recombinatie kan natuurlijk tijdens de 

10 replicatie of bereiding van nieuwe yirale genomen in de 
geinf ecteerde gastheercel plaats vinden. Zo kan dus geneti- 
sche recombinatie tussen virale genen tijdens de virale 
replicatiecyclus die plaats vindt in de gastheercel die 
geco-infecteerd is met twee of meer . verschillende virussen 

15 van andere genetische construct ies plaats vinden. Een 
gedeelte van het DNA uit een eerste genoom wordt onderling 
uitwisselbaar toegepast voor de construct ie van het gedeel- 
te van het genoom van een tweede co-inf ecterend virus, 
waarin het DNA homoloog is aan dat van het eerste virale 

2 0 genoom. 

Recombinatie kan echter eveneens plaatsvinden 
tussen delen van het DNA in verschillende genomen die niet 
perfect homoloog zijn. Indien een dergelijk gedeelte van 
een eerste genoom homoloog is met een gedeelte van een 
25 ander genoom, afgezien van de aanwezigheid in het eerste 
gedeelte van bijvoorbeeld een genetische marker of een gen 
coderend voor een antigene determinant ingevoegd in een 
gedeelte van het homologe DNA, kan recombinatie toch plaats 
vinden en de produkten van deze recombinatie kunnen dan 

3 0 worden aangetoond door de aanwezigheid van die genetische 

marker of gen in het recombinant virale genoom. 

Een succesvolle expressie van de ingevoegde DNA 
genetische volgorde door het gemodif iceerde infectueuze 
virus hangt van twee factoren af. Ten eerste moet het 
35 invoegen plaatsvinden in een niet -essentieel gedeelte van 
het virus opdat het gemodif iceerde virus levensvatbaar 
blijft. De tweede voorwaarde voor de expressie van het 
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ingevoegde DNA is de aanwezigheid van een promotor in het 
juiste verband met het ingevoegde DNA. De promotor moet 
zodanig zijn geplaatst dat het stroomopwaarts van de tot 
expressie te brengen DNA volgorde aanwezig is. 
5 Er zijn twee ondertypen van paard herpesvirus, 

die, hoewel ze kruis -neutraliserende epitopen bevatten, 
kunnen worden onderscheiden door hun antigene profielen, 
restrict ieendonuclease vingeraf drukken en hun pathogenici- 
teit voor paarden (1) . Paard herpesvirus 1 (EHV-1) is 

10 geassocieerd met een ziekte van het ademhalingsstelsel , 
aandoeningen van het centrale zenuwstelsel en klassieke 
herpetische afwijkingen, terwijl het paard herpesvirus 4 
(EHV-4) overwegend geassocieerd is met een ziekte van het 
ademhalingsstelsel (1, 48) . Paard herpesvirussen zijn leden 

15 van de a-herpesvirusonderf amilie en vertonen vele van de 
typerende biologische en biochemische kenmerken van humane 
herpesvirussen, zoals genomische isomerisatie, regulering 
van de genexpressie, het verkrijgen van latente infecties, 
ontwikkeling van onvolkomen interf ererende virusdeeltjes, 

20 inductie van neurologische aandoeningen en in vitro oncoge- 
ne transf ormatie (1, 4, 23) . EHV kan dus geschikt worden 
toegepast voor het onderzoek van de verschillende biologi- 
sche consequenties van herpesvirusinf ect ies . 

Herpesvirus glycpproteinen medieren essentiele 

25 virale functies, zoals de aanhechting van cellen en de 
penetratie van cellen, de van eel tot eel verspreiding van 
het virus en, hetgeen belangrijk is, bepaling van het pa- 
thogeniteitsprof iel van de infectie. Herpesvirus glycopro- 
teinen zijn kritische bestanddelen bij de interactie met 

30 het immuunsysteem van de gastheer (36,37). 

Onder de goed gekarakteriseerde glycoproteinen van 
het herpes 'simplex virus vallen gB, gC, gD, gE, gG, gH en 
gl (36,37,49-55). Een aantal van deze onderzoekingen heeft 
het belang van herpes simplex virusglycoproteinen bij het 

35 opwekken van immuunresponsen aangegeven. Zo is vermeld dat 
gB en gD belangrijke immuunresponsen kunnen opwekken 
(6,8,13,18,21,22,26,27,30,44,46,47). gC kan klasse I 
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beperkte cytotoxische lymfocyten stimuleren (15,32), 
terwijl "gD klasse II cytotoxische T celresponsen kan 
stimuleren (21,22,44,46,47). Aangetoond werd dat gG een 
doelwit was voor complement - af hankelijke , op antilichamen 
5 gerichte virusneutralisatie (38,39). Eveneens werd aange- 
toond dat een aantal glycoproteinen uit andere herpes 
virussen belangrijke immuunresponsen opwekken (5,10,36,56) . 

Beide ondertypen van EHV brengen zes overvloedige 
glycoproteinen tot expressie (1,3,43). De genome gedeelten 
10 van de DNA volgorden coderende voor gp2 , gplO, gpl3 , gpl4, 
gpl7/l8 en gp21/22a zijn bepaald onder toepassing van 
lambda gtll expressie-vectoren en monoklonale antilichamen 
(3) . De glycoproteinen gpl3 en gpl4 zijn aanwezig in 
dezelfde lokaties in de L component van het genoom waartoe 
15 respectievelijk de gC en gB homologen van de herpes simplex 
virusmap behoren (3) . EHV-1 schijnt uniek onder de alfa 
herpesvirussen waarvan de glycoproteine genen in kaart zijn 
gebracht te zijn omdat vijf van de zes hoof dglycoproteinen 
ervan zijn gecodeerd uit volgorden in het genoom L compo- 
20 nent, terwijl slechts een (gpl7/18) in kaart is gebracht in 
het U s gebied. Deze gegevens analyserend, werd voorspeld 
dat enkele van de low-abundance glycoproteinen geidentifi- 
ceerd in EHV-1 virusdeelt j es evenals EHV-1 glycoproteinen 
die nog niet zijn geidentif iceerd behoren tot de S compo- 
25 nent van het genoom (3). De envelop glycoproteinen zijn de 
belangrijkste immunogenen van herpesvirussen die betrokken 
zijn bij het opwekken van zowel humorale als cellulaire 
gastheerimmuunresponsen (5,8,73-75) en zijn aldus van het 
grootste belang voor diegenen die vaccins ontwikkelen. 
3 0 Onlangs is de nucleotidevolgorde van de Kentucky 

T431 stam van de EHV-1 transcriptional eenheid coderende 
voor gpl3 vermeld (2) . Een open afleesframe codeert voor 
een 468 aminozuren ; bevattend primair translatieprodukt van 
51 kDa. Het eiwit heeft de karakteristieke eigenschappen 
35 van een membraan- spanning eiwit met negen potentiele N- 
verknoopte glycosyleringsplaatsen (Asn-X-Ser/Thr) aanwezig 
in het oppervlaktegebied tussen het veronderstelde signaal 
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en transmembraanankergedeelten van het eiwit (2) . Het 
glycoprotelne bleek homoloog aan het herpes simplex virus 
(HSV) gC-1 en gC-2, het pseudorabies virus (PRV) gill en 
het varicella-zoster virus (VZV) gpV (2) te zijn. EHV-1 
5 gpl3 is dus het structurele homoloog van de herpes virus 
gC-achtige glycoproteinen. 

Onlangs is de nucleotidevolgorde van EHV-1 gpl4 
(71,72) vermeld. Analyse van de voorspelde aminozuurvolgor- 
de van het gpl4 glycoproteine onthulde een significante 
10 homologie met het overeenkomst ige glycoproteine van HSV, 
gB. 

Monoklonale antilichamen die gericht zijn tegen 
enkele EHV-1 glycoproteinen bleken neutraliserend te zijn 
(76) . Uit passieve immunisatieonderzoekingen bleek dat 

15 monoklonale antilichamen gericht tegen gpl3 of gpl4 (77) of 
tegen gpl3, gpl4 of gpl7/18 (78) hamsters konden beschertnen 
tegen een letale provocatie. Andere gB en gC glycoproteine- 
analoga zijn eveneens betrokken bij de bescherming tegen 
ziekten veroorzaakt door alfa herpesvirus sen (8,10, 73). 

20 Het EHV-1 gpi7/18 glycoproteine, hoewel gekarakteriseerd 
als een ander potent ieel beschermend immunogeen, had tot nu 
toe geen bekende structurele tegenhanger onder de vele 
glycoproteinen gecodeerd uit het S-bestanddeel in de andere 
alfaherpesvirussen (66,79,80). Op basis van de genomische 

2 5 plaats ervan, werd gespeculeerd dat gpl7/l8 het HSV gE 
analogon zou zijn (2) . 

Pseudorabies virus (PRV) , een alf aherpesvirus , is 
de veroorzaker van de ziekte van Aujesky. De ziekte is zeer 
infectueus en veroorzaakt ernstige economische verliezen in 

30 de varkensindustrie. De ziekte gaat gepaard met een grote 
morbiditeit en mortaliteit onder de biggetjes en is geken- 
merkt door ernstige ziekte van de ademhalingswegen, miskra- 
men, kleinere afmeting van de jongen en kleinere groei- 
snelheden van de overlevenden . Fatale encefalitis is een 

35 vaak voorkomend gevolg van de infectie. Latente virale 
infecties, een kenmerk van herpesvirussen, kunnen worden 
vastgesteld en maken het dus mogelijk om herstelde volwas- 
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sen varkens te laten dienen als chronische dragers van het 
virus. Voor een recent uitgebreid overzicht zie Wittmann en 
Rziha (81) . 

Het PRV genoom bestaat uit 90 x 10 6 dalton dubbel- 
5 strengs DNA (82) gescheiden door omgekeerde, zich herha- 
lende eenheden in uniek lange (U L ) of uniek korte (U s ) 
segmenten (83,84) . Het PRV genoom codeert voor ongeveer 100 
polypeptiden waarvan de expressie wordt geregeld op een 
cascade-achtige wijze, analoog aan andere herpesvirussen 

10 (85,86). Tot op heden is van vijf glycoproteinen gpl , gpll, 
gpIII, gp63 en gp50 aangetoond dat ze geassocieerd zijn met 
de virale envelop en geassocieerd zijn met de verschillen- 
de membraanstructuren van met PRV geinf ecteerde cellen 
(80,86-91) . Een zesde door PRV gecodeerd glycoproteine (gX) 

15 wordt in het cultuurmedium vrijgemaakt (92) . De fysische 
lokatie van deze glycoproteinen op het PRV genoom en hun 
DNA volgorde zijn tegenwoordig bekend (62,80,91-98). Zoals 
bij de glycoproteinen van andere herpesvirussen, medieren 
de PRV glycoproteinen essentiele virale functies, zoals 

20 cellulaire hechting aan en penetratie in of vrijmak.ing uit 
de cellen. De PRV glycoproteinen zijn kritisch in het 
pathogeniciteitsprof iel van de PRV infectie en zijn kriti- 
sche bestanddelen bij het genezen van de ziekte en de 
immuunstatus . 

25 PRV gpl is niet-essentieel voor de virusreplicatie 

( in vitro en in vivo ) en ontbreekt in de meest verzwakte 
PRV stammen (99) . De verzwakte aard van deze gl-gedeleteer- 
de stammen geeft eveneens een mogelijke rol voor gl bij 
virulentie aan (99,100). Andere PRV eiwitten schijnen 

3 0 echter bij deze functie te zijn betrokken, aangezien 
expressie van gl alleen niet voldoende is om een hoge mate 
van virulentie te geven (100). 

De rol die gl speelt bij het opwekken van een 
immuunrespons tegen PRV is onduidelijk. Monoklonale antili- 

35 chamen tegen gl kunnen het virus in vitro neutraliseren 
(101) en passief geimmuniseerde muizen tegen een letale PRV 
provocatie beschermen (81) . Kost en medewerkers (98) hebben 
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onlangs de expressie van PRV gpl in vaccinia virus recombi- 
nanten, hetzij alleen, hetzij tezamen met gp50 en gp63, 
beschreven. Inenting via de schedel van de vaccinia recora- 
binanten bij muizen leidde tot een verhoogde virulentie, in 
5 het bijzonder indien PRV gpl was geassocieerd met co- 
expressie van gp50 en gp63 . 

Bij varkens worden echter geen neutraliserende 
antilichamen tegen gl geproduceerd (5) . Bovendien beschermt 
een recombinant vaccinia virus dat PRV gl -gecodeerde 

10 polypeptiden (98) tot expressie brengt geen muizen tegen 
een letale PRV provocatie (ten opzichte van de bescherming 
die verkregen werd met de vaccinia virus bianco van het 
wilde type) . Deze gegevens, samengenomen, suggereren dat 
PRV gpl geschikter als diagnostische probe is dan als een 

15 bestanddeel in een sub-eenheidsvaccin . . 

Het PRV glycoproteine gp63 is naast gp50 in het U s 
gebied van het PRV genoom geplaatst (80) . De coderende 
volgorde voor PRV gp63 begint met drie op elkaar volgende 
ATG codons ongeveer 20 nucleotiden stroOmaf waarts van het 

20 stopcodon van gp50. Er is geen herkenbaar transcriptioneel 
signaal motief en translatie vindt waarschi jnli jk plaats 
uit hetzelfde transcript als gp50. PRV gp63 is in vitro 
niet essentieel. PRV gp63 als een continue DNA volgorde met 
PRV gp50 is tot expressie gebracht in vaccinia virus, zoals 

25 is beschreven door Kost en medewerkers (98) . De bijdrage 
van PRV gp63 aan de bescherming van muizen tegen de PRV 
provocatie is moeilijk te beoordelen, aangezien deze 
onderzoekingen niet de bijdragen van PRV gp50 en gp63 
onderscheiden. 

3 0 PRV glycoproteine gX is een niet-structureel 

glycoproteine waarvan het eindprodukt wordt afgescheiden in 
de extracellulaire vloeistof (85,92) . Er werd geen in vitro 
neutralisatie van PRV verkregen met hetzij polyklonale of 
monoklonale sera voor PRVgX (102,103) en sub-eenheid gX 

3 5 vaccins waren niet beschermend tegen provocatie (104) . 

PRV glycoproteine gp50 is het Herpes simplex virus 
type 1 (HSV-l) gD analogon (97) . Het DNA open afleesframe 
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codeert voor 4 02 aminozuren (95). De rijpe geglycosyleerde 
vorm (50-60 kDa) bevat O-gebonden koolhydraat zonder N- 
gebonden glycosylering (95) . Varkensserum is zeer react ief 
met PRV gp50, hetgeen het belang ervan als immunogeen 
suggereert. Monoklonale antilichamen voor gp50 neutralise- 
ren in vitro PRV met of zonder complement (97,105,106) en 
beschermen passief muizen (102,105,106) en varkens (102). 
Vaccinia virus recombinanten die PRV gp50 tot expressie 
brengen induceren serumneutraliserende antilichamen en 
beschermen zowel muizen als varkens tegen letale PRV 
provocatie (98,107,108). 

Het PRV gpIII gen is geplaatst in het U L gebied 
van het genoom. Het 1437 bp open afleesframe codeert voor 
een eiwit met 479 aminozuren. Het 50,9 kDa gededuceerde 
primaire translatieprodukt heeft acht potent iele, met N- 
gebonden glycosyleringsplaatsen (96) . PRV gill is het HSV-1 
gC analogon (96) . Functionele vervanging van PRV gill door 
HSVgC werd niet waargenomen (109) . Hoe we 1 PRV gill niet- 
essentieel voor replicatie in vitro is (110,111), is de 
rijpe geglycosyleerde vorm (98 kDa) een overbodig bestand- 
deel van de PRV envelop. Anti-gpIII monoklonale antilicha- 
men neutraliseren het virus in vitro met of zonder comple- 
ment (86,106,110) en kunnen passief muizen en varkens (102) 
beschermen. Het PRV glycoproteine gill kan muizen en 
varkens tegen letale PRV provocatie beschermen na immuni- 
satie met een Cro/glll fusie protexne, tot expressie 
gebracht in E.coli (Robbins, A., R. Watson, L. Enquist, 
Europese octrooiaanvrage 0162738A1) of tot expressie 
gebracht in een vaccinia recombinant (Panicali, D., L. 
Gritz, G . Mazzara, Europese octrooiaanvrage 026194 0A2) . 

Een van de belangri jkste bestanddelen van de PRV 
envelop is een via een disulfide verknoopt complex van drie 
glycoproteinen (120 kDa, 67 kDa en 58 kDa) volgens de 
nomenclatuur van Hampl (86) aangeduid als PRV gpll. De DNA 
volgorde coderend PRV gpll is geplaatst aan het linker 
uiteinde van U L . Het open afleesframe van 2976 nucleotiden 
codeert voor een primair translatieprodukt van 913 aminozu- 
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ren of 110 kDa. PRV gpll is het HSV-1 gB homoloog (62) . 
Aangetoond is dat monoklonale antilichamen gericht tegen 
PRV gpll het virus in vitro (5) met of zonder complement 
(81) neutraliseren. Bovendien demonstreren passieve immuni- 
5 satieonderzoekingen dat neutraliserende monoklonale antili- 
chamen ten dele varkens beschermen dOch faalden muizen 
tegen virulente virusprovocatie te beschermen (102) . Tot nu 
toe is nog geen actieve immunisatie van varkens met PRV 
gpll glycoproteine gemeld. 

10 Gedurende de laatste 2 0 jaren is het voorkomen van 

genitale infecties veroorzaakt door het herpes simplex 
virus type 2 (HSV2) aanzienlijk toegenomen. Recente schat- 
tingen geveri aan dat in de Verenigde Staten 5-20 miljoen 
mensen genitale herpes hebben (112) . Hoewel gebleken is dat 

15 orale behandeling met acyclovir de ernst van primaire 
infecties vermindert (113) en zich herhalende episoden 
onderdrukt (114), is de bestrijding en de behandeling van 
deze infecties verre van ideaal . Daarvoor is een vaccin ter 
verhindering van primaire en zich herhalende infecties 

2 0 nodig. 

Het herpes simplex virus type 1 (HSVl) genoom 
codeert voor ten minste acht antigeen verschillende glyco- 
proteinen: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl en gJ (115) . Homolo- 
gen voor deze genen schijnen aanwezig te zijn in HSV2 (116- 
25 119) . Aangezien deze glycoproteinen zowel in de virion 
envelop als in het geinf ecteerde celplasmamembraan aanwezig 
zijn, kunnen ze humorale en via een eel gemedieerde, 
beschermende immuunresponsen geven (3 7) . 

Het relatieve belang van humorale en cellulaire 

3 0 immuniteit bij de bescherming tegen herpes simplex virusin- 

fecties is niet volledig opgehelderd. Muizen die met 
gezuiverd HSVl gB, gC of gD waren geimmuniseerd zijn 
beschermd tegen letale HSVl provocatie (120) . Muizen zijn 
eveneens beschermd tegen letale HSVl of HSV2 provocatie 
3 5 door passieve immunisatie met antilichamen tegen het totale 
HSVl (121) of HSV2 (122) virus en met antilichamen tegen de 
individuele HSV2 gB, gC, gD of gE glycoproteinen (123) . 
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Deze bescherming schijnt echter afhankelijk te zijn van een 
competence T-celrespons , aangezien dieren waarvan de 
immuniteit was onderdrukt door bestraling, cyclofosf amide 
of anti-thymocytenserum niet werden beschermd (124) . 

De bijdragen van de af zonderli jke glycoproteinen 
bij het opwekken van een beschermende immuunrespons is niet 
volledig opgehelderd. Expressie van deze glycoproteinen in 
een heteroloog systeem, zoals vaccinia, heeft het mogelijk 
gemaakt dat enkele van deze parameters werden geanalyseerd. 
Zo is bijvoorbeeld gebleken dat vaccinia virus vectoren die 
HSV1 gB (125) en HSV1 gC (32) tot expressie brengen cyto- 
toxische T-celresponsen induceren. Bovendien is gebleken 
dat muizen geimmuniseerd met recombinant vaccinia virus, 
die tot expressie brengen hetzij HSV1 gB (8), HSV1 gC (126) 
of HSV1 gD (26) beschermd zijn tegen een letale provocatie 
van HSV1. Een recombinant vaccinia virus dat HSV1 gD tot 
expressie brengt blijkt eveneens beschermend ten opzichte 
van HSV2 in een guinees biggetje modelsysteem te zijn (44) . 
Het is echter niet bekend of expressie van vele HSV antige- 
nen tot een potentiering van deze beschermende respons zal 
leiden. 

Runder herpesvirus 1 (BHVl) is verantwoordeli jk 
voor verschillende ziekten bij vee, waaronder conjunctivi- 
tis, vulvovaginitis en miskraam (127) . Het is eveneens 6en 
van de . meest belangrijke veroorzakers van de ademhalings- 
ziekte bij rundvee, hetzij rechtstreeks werkende, hetzij 
als een van te voren vatbaar makende factor voor bacteriele 
infectie (128). 

Een specif icatie van BHVl omvat meer dan 3 0 
structurele polypeptiden, waarvan 11 geglycosyleerd zijn 

(129). Vier van deze glycoproteinen, gl , gll, gill en gIV, 
zijn gekarakteriseerd en bleken homoloog aan de herpes 
simplex virus (HSV) glycoproteinen gB, gC, gD en gE te zijn 

(130, 131) . 

Sub-eenheidvaccins die uit gl, gill en/of gIV 
bestaan bleken vee tegen ziekte (onder toepassing van een 
BHVl/Pasteurella hemolytica aerosol provocatiemodel) te 
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beschermen, doch niet tegen infectie (132) . Uit deze 
resultaten blijkt het belang van deze glycoproteinen bij 
het opwekken van een succesvolle immuunrespons tegen BHV1 . 

gl en gill zijn eveneens gekloond in vaccinia 
5 virus en het is gebleken dat vee dat met deze recombinanten 
is geimmuniseerd neutraliserende antilichamen tegen BHVl 
produceren (56,133). 

Katten rhinotracheit is is een gebruikeli j ke en 
over de hele wereld voorkomende ziekte van katten die wordt 
10 veroorzaakt door een a herpesvirus, aangeduid als feline 
herpesvirus type 1 (FHV-l) . Evenals andere herpesvirussen, 
geeft FHV-l een latente infectie die leidt tot een perio- 
dieke reactivering (134) . FHV-l infecties bij gefokte 
kolonien worden gekenmerkt door een hoog mortaliteitsper- 
15 centage bij poesjes. Secundaire infecties van het bovenste 
gedeelte van het ademhalingsstelsel zijn tamelijk verzwak- 
kend bij de volwassen dieren. De bestrijding van deze 
ziekte geschiedt tegenwoordig door gebruik te maken van 
gemodif iceerde levende of geinactiveerde vaccins die de 
20 ontwikkeling van klinische signalen kunnen onderdrukken, 
doch niet infectie, die leidt tot verspreiding van het 
virus, kan verhinderen. Zo kunnen dus asymptomatisch 
gevaccineerde katten virulent virus verspreiden en latente 
infecties kunnen niet worden verhinderd door de bestaande 
25 vaccins (135) of met de veiliger, gezuiverde sub-eenheid- 
vaccins die onder ontwikkeling zijn (136,137). 

Herpesvirus glycoproteinen medieren het hechten 
van het virion aan de gastheercel en zijn uiterst belang- 
rijk bij virale infecties (138,139) . Ze bepalen eveneens de 
30 sub-type specif iciteit van het virus (110) . Herpesvirus 
glycoproteinen antigenen worden herkend door zowel de 
humorale als cellulaire immuunsystemen en het is gebleken 
dat ze beschermende immuunresponsen bij gevaccineerde 
gastheren opwekken (44,107,141,142). FHV-l bleek ten minste 
35 23 verschillende eiwitten te bevatten (143,144). Hiervan 
zijn ten minste vijf geglycosyleerd (144,145) met vermelde 
moleculaire massa's varierende van 120 kDa tot 60 kDa. De 
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FHV-1 glycoprotelnen bleken imraunogeen te zijn (143,145). 

"Evenals vele andere a -herpesvirus sen, bleek FHV-1 
een homoloog van glycoprotelne B (gB) van HSV-1 te hebben 
en een gedeelteli jke volgorde van het FHV-1 gB gen is 
5 onlangs beschreven (146) . Het HSV-1 gB is nodig voor de 
virusintrede en voor de celfusie (147-149) . Het HSV-1 gB en 
de gB analoga van andere herpesvirussen bleken belangrijke 
circulerende antilichamen evenals cel-gemedieerde immuun- 
responsen op te wekken (8,10,37,47,73,150). Het FHV-1 gB 

10 glycoproteine is een 134 kDa complex dat met B-mercapto- 
ethanol wordt gedissocieerd in twee glycoproteinen van 66 
kDa en 60 kDa. Het FHV-1 DNA genoom heeft een af meting van 
ongeveer 134 Kb (153) . 

Epstein Barr virus (EBV) , een humaan B lymfotro- 

15 pisch herpesvirus, is een lid van de genus lymf ocryptovirus 
die behoort tot de sub-familie y- herpesvirus (115) . Het is 
de veroorzaker van infectueuze mononucleosis (154) en van 
B-cel lymfomas (156) . EBV is geassocieerd met twee humane 
kwaadaardige ziekten, het endemische Burkitt's lymfoma en 

20 het niet-gedif f erentieerde nasof aryngeale carcinoom (156) . 

Sinds het EBV genoom volledig is gesequenceerd 
(207) als de genomen VZV (66) en HSV1 (158), zijn talrijke 
homologieen tussen deze verschillende herpesvirussen 
beschreven (159) . In enkele gevallen zijn deze homologieen 

25 toegepast voor de voorspelling van de potentiele functies 
van enkele open afleesframe (ORFs) van EBV. De EBV genen 
homoloog aan de HSV1 genen betrokken bij immuniteit zijn 
van bijzonder belang. Zo heeft het EBV BALF4 gen homo- 
logieen met HSV1 gB (68) en het EBV BXLF2 gen met HSV1 gH 

30 (161) . Tenslotte bevat het EBV BBRF3 gen homologieen met 
een CMV membraaneiwit (162) . 

Van de EBV eiwitten, zijn de twee belangri jkste 
envelop. glycoprote$nen gp340 en gp220 de best gekarakteri- 
seerde potentiele vaccinerende antigenen. Zij zijn afgeleid 

3 5 van hetzelfde gen door splicing, zonder een verandering van 
het afleesframe (163,164). Monoklonale antilichamen en 
polyklonale sera gericht tegen gp340 neutraliseren EBV in 
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vitro (165) . De cottontop tamarinds, het enige, gevoelige 
dier, kah worden beschermd door een immunisatie met gezui- 
verd gp34 0 (166) en met een recombinant EBV gp340 vaccinia 
virus (167) . In dit geval werd de bescherming verkregen met 
een recombinant afgeleid van de WR vaccinia stam, doch niet 
met een recombinant afgeleid van de Wyeth vaccinia stam. De 
Wyeth stam wordt op grote schaal toegepast als een vaccin- 
stam . 

Monoklonale antilichamen gericht tegen gp85, het 
EBV homoloog van HSV1 gH, zijn beschreven als in vitro 
neutraliserende antilichamen (168,169). 

Humaan- cytomegalovirus (HCMV) is een lid van de /3- 
herpesvirinae subfamilie (familie Herpesviridae) . HCMV kan 
een aanhoudende, produktieve infectie tegenover substanti- 
ele specif ieke immuniteit produceren. Zelfs indien HCMV een 
lage pathogeniciteit in het algemeen bezit, veroorzaakt 
intrauterineinfectie hersenbeschadigingen of doofheid bij 
ongeveer 0,15 % van alle pasgeborenen en het is de meest 
voorkomende infectueuze compl icatie van orgaantransplanta- 
tie (170) . Hoewel de doeltref f endheid van een experimen- 
teel, levend, verzwakt (Towne stam) HCMV vaccin is gedemon- 
streerd (171), hebben bezorgdheid betreffende levende 
vaccinstammen tot pogingen geleid om de identif icatie van 
HCMV eiwitten die bruikbaar zijn als een sub-eenheidsvac- 
cins te identif iceren. In dit opzicht is de identif icatie 
van virion glycoprotelnen en hun beoordeling als bescher- 
mende middelen een belangrijke stap. 

Er zijn drie immunologisch bepaalde families van 
glycoprotelnen geassocieerd met de HCMV envelop beschreven 
(172): gCI (gp55 en gp93-130); gCII (gp47-52); en gCIII 
(gp85-pl45) . 

Het gen coderende voor gCI is homoloog aan HSVI 
gB. De gCII glycoproteinen worden gecodeerd door een 
familie van vijf genen (HXLF) , gerangschikt in een tandem 
en delende een of twee homologiegebieden . Waarschijnlijker 
wordt gCII slechts door twee van deze genen gecodeerd 
(172,173). Het gen coderende voor gCIII is homoloog aan 
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HSVI gH (174) . 

' In vitro neutraliserende antilichamen die speci- 
fiek gericht zijn tegen elk van deze families zijn beschre- 
ven (174-176) . 

Geschikt gemodif iceerde pokkenvirusmutanten die 
exogene paard herpesvirus genen bevatten die tot expressie 
zijn gebracht in een gastheer als een antigene determinant 
die de produktie door de gastheer van antilichamen tegen 
herpesvirus antigenen opwekt , . vormen nieuwe vaccins die de 
nadelen van gebruikeli jke vaccins, onder toepassing van 
gedode of verzwakte levende organismen, missen. Zo vereist 
bijvoorbeeld de bereiding van vaccins uit gedode organismen 
de groei van grote hoeveelheden van de organismen, gevolgd 
door een behandeling die selectief hun infect ievermogen zal 
doden zonder hun antigeniciteit aan te tasten. Aan de 
andere kant hebben vaccins die verzwakte, levende organis- 
men bevatten altijd de mogelijkheid van een omkering van 
het verzwakte organisme in een pathogene tpestand. Indien 
daarentegen een recombinant pokkenvirus dat geschikt 
gemodif iceerd is met een paard herpesvirus gen coderende 
voor een antigene determinant van een ziekte teweeg bren- 
gende herpesvirus als vaccin wordt toegepast , wordt de 
mogelijkheid van reversie in een pathogeen organisme 
vermeden, aangezien het pokkenvirus slechts het gen code- 
rende voor de antigene determinant van het ziekte teweeg 
brengende organisme en niet die genetische gedeelten van 
het organisme dat verantwoordeli jk is voor de replicatie 
van het pathogeen, bevat . 

PRV infecteert fataal vele zoogdierspecies (rund- 
vee, honden enz . ) . Volwassen varkens overleven echter 
gewoonlijk de infect ie en vormen daardoor een belangrijk 
virusreservoir . Omdat PRV ernstige economische verliezen 
veroorzaakt, wordt in vele landen vaccinatie van varkens 
met verzwakte of gedode vaccins uitgevoerd. 

Pogingen PRV infectie in varkens te bestrijden en 
economische verliezen te verminderen werden uitgevoerd door 
actieve immunisatie met gemodif iceerde , levende of geinac- 
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tiveerde vaccins . Verzwakte vaccins die in het algemeen een 
langdureiide immuniteit induceren en wat kosten bet reft 
doeltreffend zijn houden echter het risico van een onvol- 
doende verzwakking of genetische instabilit eit in. Geinac- 
tiveerde vaccins zijn minder doeltreffend, vereisen vele 
immunisaties en bevatten gewoonlijk krachtige adjuvantia. 
Deze laatste preparaten kunnen na het vaccineren allergi- 
sche reacties induceren, zoals gebrek aan eetlust, hyper- 
thermic of miskramen bij drachtige zeugen. Deze vaccintypen 
lijden eveneens aan bepaalde nadelen wat betreft het 
voorkomen van latente infecties, overwinnen van de effecten 
van maternale antilichamen of de doeltref f endheid van de 
vaccinatie en elimineren het potentiele gebruik van een 
serologisch diagnostisch onderzoek ter onderscheiding van 
gevaccineerde dieren van die welke vooraf met PRV zijn 
geinjecteerd . 

Alternatieve vaccinatiestrategieen, zoals het 
gebruik van recombinant pokkenvirussen die immunologisch 
belangrijke PRV genpirodukten tot expressie brengen zullen 
bepaalde voordelen bezitten: (a) elimineren levende, 
verzwakte PRV vaccinstammen uit het gebied en (b) maken het 
onderscheid tussen gevaccineerde en geinf ecteerde of 
seropositieve dieren mogelijk. Dit laatste zal geschieden 
door toepassing van geschikte, diagnostische reagentia die 
nauwkeurig gevaccineerde van natuurlijk geinf ecteerde 
dieren onderscheiden . Dit is een belangrijke overweging 
gezien de bestaande voorschrif ten die het vervoer van 
seropositieve dieren regelen. Verder is de vaccinatie 
economischer en verdient aanbeveling wat het onderzoek en 
elimineren van geinf ecteerde dieren uit de groepen betreft. 
Het ontwikkelen van dergelijke vaccins vereist een kennis 
van de bijdragen die door geschikte PRV antigenen aan de 
induct ie van beschermende immuniteit wordt geleverd. In het 
geval van PRV, evenals bij andere leden van de herpesvirus - 
familie, zijn de glycoproteinen belangrijke kandidaten voor 
antigenen die in een doeltreffend sub-eenheid recombinant 
vaccin aanwezig zijn. 
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De technologie van net ontwikkelen van vaccinia 
virus recombinanten is onlangs uitgebreid met andere leden 
van de pokkenvirusf amilie die een beperkter gastheerge'bied 
hebben. In het bijzonder vogelpokkenvirussen, die zich 
5 vermeerderen in vogelspecies , zijn geconstrueerd teneinde 
immunologische , van belangzijnde genprodukten tot expressie 
te brengen. Inenting van vogel (42,177) en niet-vogel 
species (41) met vogelpokkenvirusrecombinanten wekken 
beschermende immuunresponsen tegen het overeenkomstige 

10 pathogeen op. 

Verzwakte levende vaccins en geinact iveerde 
vaccins voor BHV1 zijn meer dan 30 jaar beschikbaar en 
hebben met succes het voorkomen van met BHV1 verwante 
ziekten verminderd. Deze vaccins verhinderen echter niet 

15 latente infectie of herinfectie met wildtype virus. Ze 
bemoeilijken eveneens de dif f erentiatie tussen geinfecteer- 
de en gevaccineerde dieren. 

Beide typen vaccins hebben andere belangrijke 
nadelen. De vaccinatie van zwangere koeien met verzwakte, 

20 levende. vaccins kunnen de dood van het foetus en daarna een 
miskraam veroorzaken (127) . Bovendien bleken gevaccineerde 
dieren het virus te verspreiden (178) . Daarom kunnen 
gevaccineerde dieren die met zwangere koeien tezamen worden 
gehouden infectueus virus naar het zwangere dier versprei- 

2 5 den en een miskraam van de foetus veroorzaken. 

Geinactiveerde vaccins induceren geen miskramen en 
veroorzaken geen virale excretie. Ze maken echter het 
gebruik van adjuvant ia nodig en kunnen fat ale hypersensibi- 
liteitsreacties (anafylaxis) en niet-fatale ontstekingen en 
30 koorts (179) veroorzaken. 

Een van de belangri jkere aspecten van de vaccina- 
tie is het overwinnen of vermijden van de moederimmuniteit . 
In dit opzicht wordt opgemerkt dat indien een moeder immuun 
is voor een speciale pathogeen, de "immuniteit" in de 

3 5 moeder via de antilichamen die in het colostrum aanwezig 

zijn en/of via andere wegen zal overgaan op de pasgeborene . 
Desalniettemin kan de pasgeborene niet met succes worden 
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gevaccineerd totdat de mate van moederimmuniteit voldoende 
is verminderd. Er is daarom een nauw gebied waarin de 
pasgeborene met succes kan worden gevaccineerd in aanwezig- 
heid van afnemende moederimmuniteit. 

Het zal dus duidelijk zijn dat het verschaffen van 
een herpesvirusrecombinant pokkenvirus en van vaccins die 
een beschermende immuniteit tegen herpesvirusinf ecties 
verlenen, die de stand der techniek de voordelen van 
inenting met levend virus bieden, doch de hiervoor bespro- 
ken moeili jkheden verminderen of wegnemen, een zeer gewenst 
voordeel boven de gangbare stand van de techniek zullen 
bieden . 



Doelstellingen van de uitvinding. 

15 

Daarom is een doel van deze uitvinding het ver- 
schaffen van recombinant pokkenvirus sen, welke virussen 
genprodukten van het herpesvirus tot express ie brengen en 
het verschaffen van een methode voor het bereiden van 

20 dergelijke recombinant pokkenvirussen . 

Een ander doel van deze uitvinding is het kloneren 
en tot expressie brengen van herpes virus coderende volgor- 
den in een pokkenvirusvector , in het bijzonder een vaccinia 
virus, pluimveepokkenvirus of kanariepokkenvirusvector . 

25 Weer een ander aspect van deze uitvinding is het 

verschaffen van een vaccin dat in staat is herpesvirus 
neutraliserende antilichamen op te wekken en een bescher- 
mende immuniteit tegen letale herpesvirusprovocat ie te 
geven . 

30 Deze en andere doelstellingen en voordelen van de 

onderhavige uitvinding zullen duidelijker worden na kennis- 
neming van het volgende . 

Verklaring van de uitvinding. 

35 

Een aspect van de onderhavige uitvinding heeft 
be trekking op een recombinant pokkenvirus dat daarin een 
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DNA volgorde van herpesvirus in een niet-essentieel gebied 
van het pokkenvirusgenoom bevat . Het is gunstig indien het 
herpesvirus een lid van de a-herpesvirus , /3- herpesvirus of 
7 -herpesvirus onderfamilie is. In het bijzonder codeert de 
DNA volgorde uit herpesvirus voor een herpesvirus glycopro- 
teine. Meer in het bijzonder wordt het herpesvirus glyco- 
proteine gekozen uit de groep bestaande uit paard. herpesvi- 
rus gpl3, paard herpesvirus gpl4, paard herpesvirus gD, 
paard herpesvirus gp63, paard herpesvirus gE, pseudorabies 
virus gp 50, pseudorabies virus gpll, pseudorabies virus 
gpIII, pseudorabies virus gpl , herpes simplex virus gB, 
herpes simplex virus gC, herpes simplex virus gD, runder 
herpes virus gl , kat herpes virus gB, Epstein-Barr virus 
gp220, Epstein-Barr virus gp340, Epstein-Barr virus gB, 
Epstein-Barr virus gH en humaan cytomegalovirus gB. 

Volgens de onderhavige uitvinding brengt het 
recombinant pokkenvirus genprodukten van het vreemde 
herpesvirusgen tot expressie. In het bijzonder codeert de 
vreemde DNA volgorde voor een herpesvirus glycoproteins en 
wordt het vreemde DNA in een gastheer tot expressie ge- 
bracht door de vorming van een herpesvirus glycoprotein . 
Het is gunstig indien een aantal herpesvirus glycoproteinen 
samen in de gastheer door de recombinant pokkenvirus tot 
expressie wordt gebracht . Het pokkenvirus is geschikt een 
vaccinia virus of een vogelpokkenvirus , zoals een pluimvee- 
pokkenvirus of kanariepokkenvirus . 

Een ander aspect van de onderhavige uitvinding 
heeft betrekking op een vaccin voor het induceren van een 
immunologische respons in een gastheerdier dat met het 
vaccin is ingeent, welk vaccin een drager en een recombi- 
nant pokkenvirus, bevattende, in een niet-essentieel gebied 
daarvan, DNA van herpesvirus, bevat. Meer in het bijzonder 
codeert het DNA voor en brengt tot expressie een herpesvi- 
rus glycoproteine. Geschikt wordt een aantal herpesvirus 
glycoproteinen samen in de gastheer door het pokkenvirus 
tot expressie gebracht. Het pokkenvirus dat in het vaccin 
volgens de onderhavige uitvinding wordt toegepast is 
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geschikt een vaccinia virus of een vogelpokkenvirus , zoals 
gevogeltepokkenvirus of kanariepokkenvirus . 

Een ander aspect van de onderhavige uitvinding 
heeft betrekking op mechanismen om het aspect van de 
moederitnmuniteit te mi j den. Indien de belemmering is toe te 
schrijven aan de aanwezigheid van antilichamen voor een 
bepaald antigeen (en) , dan kan de barriere van de moederim- 
muniteit worden overwonnen of vermeden door, selectief, 
gebruik te maken van vectoren die bepaalde ondergroepen 
van antigenen tot expressie brengen . Zo kan bijvoorbeeld 
het zwangere dier worden gevaccineerd met een recombinant 
vaccinia virus dat pseudorabies virus glycoproteine gp50 
tot expressie brengt en het nakomelingschap kan bij de 
geboorte of kort daarna worden gevaccineerd met vaccinia 
recombinanten die andere pseudorabies virus glycoproteinen 
gpll of gpIII of combinaties daarvan, tot expressie bren- 
gen. Indien aan de andere kant de barriere van de moede-rim- 
muniteit is toe te schrijven aan de vector, kan men ver- 
schillend de moeder met een vector (vaccinia of vogelpok- 
ken) en het nakomelingschap met de andere vector vaccine- 
ren. Deze procedure houdt natuurlijk niet alleen het 
gebruik van verschillende vectoren in, doch eveneens van 
factoren die een verschillende constellatie van glycoprote- 
inen tot expressie brengen. De onderhavige uitvinding heeft 
dus betrekking op een methode voor het overwinnen of 
vermijden van moederimmuniteit , welke anders een succesvol- 
le immunisatie bij pasgeborenen zal verhinderen. Volgens de 
onderhavige uitvinding wordt de nakomenschap van pasgebore- 
nen ingeent met een recombinant pokkenvirus dat daarin DNA 
van een niet-pokkenvirusbron in een niet -essentieel gebied 
van het pokkenvirusgenoom bevat, welk DNA codeert voor een 
eerste antigeen van een pathogeen van de nakomelingschap 
van pasgeborenen en welk antigeen verschilt van een tweede 
antigeen van hetzelfde pathogeen dat wordt toegepast voor 
het induceren van een immunologische respons op hetzelfde 
pathogeen in de moeder van de nakomelingschap van pasgebo- 
renen. Eveneens wordt volgens de onderhavige uitvinding de 
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nakomelingschap van pasgeborenen ingeent met een recombi- 
nant eerste pokkenvirus dat daarin DNA van een niet-pokken- 
bron in een niet-essentieel gebied van het eerste pokkenvi- 
rusgenoom bevat , welk DNA codeert voor een antigeen van een 
5 pathogeen van de nakomelingschap van pasgeborenen en welk 
eerste pokkenvirus verschilt van een recombinant tweede 
pokkenvirus dat gebruikt wordt voor het induceren van een 
immunologische respons op hetzelfde pathogeen in de moeder 
van de nakomelingschap van pasgeborenen. 

Korte beschrijving van de tekeningen. 

Er zal een beter begrip van de onderhavige uitvin- 
ding worden verkregen door verwijzing naar de bijgesloten 
15 tekeningen, waarin 

Figuur 1 schematisch een methode voor de construc- 
tie van het recombinant vaccinia virus vP425 geeft, 

Figuur 2 de DNA volgorde van een EHV-1 1,8 8 Kb 
frgment bevattende de gpl3 coderende volgorden laat zien, 
20 Figuur 3 schematisch een methode voor de con- 

structie van het recombinant vaccinia virus VP483 bevat- 
tende het EHV-1 gpl3 gen afbeeldt, 

Figuur 4 schematisch een methode voor de construc- 
tie van het recombinant vaccinia virus vP458 afbeeldt, 
25 Figuur 5 schematisch een methode voor de construc- 

tie van het recombinant vaccinia virus vP577 bevattende het 
EHV-1 gpl4 gen geeft, 

Figuur 6 de DNA volgorde van een EHV-1 3,3 5 Kb 
fragment bevattende de gpl4 coderende volgorde vertoont, 
3 0 Figuur 7 een grafiek van de relatieve hydrofieli- 

citeit voor de EHV-1 gpl4 coderende volgorden is, 

Figuur 8 schematisch een methode voor de construe - 
tie van het recombinant gevogelte pokkenvirus vFP4 4 bevat- 
tende het EHV-1 gpl3 gen vertoont, 
3 5 Figuur 9 schematisch een methode voor de construe - 

tie van het recombinant kanariepokkenvirus vCP4 8 bevattende 
het EHV-1 gpl3 gen geeft, 
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Figuur 10 schematise!! een methode voor de con- 
st rue tie "van de donorplasmiden pHES-MP63, pHES-MPl en pHES- 
MP34, bevattende gemodif iceerde versies van het EHV-1 gpl4 
gen, vertoont, 

5 Figuur 11 een kaart van de BamHI splitsingsplaat - 

sen van de EHV-l Kentucky D stara geeft, aanduidende de 
omgekeerde herhalingen van het genoom door rechthoeken, 
aantonende de plaats van de zes hoofd EHV-l glycoproteine - 
genen en vertonende een uitbreiding van het gebied van het 
10 genoom dat de gD, gp63 en gE genen bevat, 

Figuur 12 de nucleot idevolgorde van een EHV-l 6 4 02 
basepaarf ragment bevattende de gD, gp63 en gE coderende 
volgorden vertoont, 

Figuur 13 een hydropathie grafiek van de volgorde 
15 van 4 02 aminozuren samen vormende EHV-l gD is, 

Figuur 14 een hydropathie grafiek van de volgorde 
van 413 aminozuren, samen vormende EHV-l gp63 is, 

Figuur 15 een hydropathie grafiek van de volgorde 
van 552 aminozuren, samen vormende EHV-l gE is, 
20 Figuur 16 schematisch een methode voor de con- 

structie van donorplasmiden pJCA006, pJCA007 en pJCA008 
bevattende respectieveli jk het EHV-l gD gen, het EHV-l gE 
gen en het EHV-l gp63 gen, en ontwikkeling van recombinant 
vaccinia virus bevattende deze genen vertoont, 
25 Figuur 17 schematisch een methode voor de con- 

struct ie van de donorplasmiden pJCA009 (bevattende de EHV-l 
gD en gp63 genen) en pJCAOlO (bevattende het EHV-l gD, gp63 
en gE genen) en ontwikkeling van recombinant vaccinia virus 
bevattende deze genen vertoont, 
30 Figuur 18 schematisch een methode voor de con- 

struct ie van donorplasmide PR18 bevattende het PRV gpll gen 
en vorming van recombinant vaccinia virus dat het PRV gpll 
gen tot expressie brengt, geeft, 

Figuur 19 de DNA volgorde van het PRV gpll open 
35 afleesframe geeft, 

Figuur 2 0 schematisch een methode voor de con- 
structie van donorplasmide pPR24 bevattende het PRV gpIII 
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gen en vorming van recombinant vaccinia virus uitdrukkende 
het PRV gpIII gen vertoont , 

Figuur 21 de DNA volgorde van het PRV gpIII open 
afleesframe aangeeft, 
5 Figuur 22 schematisch een methode voor de con- 

structie van het donorplasmide pPR26 bevattende het PRV 
gp50 gen en vorming van recombinant vaccinia virus dat het 
PRV gp50 gen tot expressie brengt, geeft, 

Figuur 23 de DNA volgorde van het PRV gp5 0 open 
10 afleesframe vertoont, 

Figuur 24 schematisch een methode voor de con- 
structie van de plasmiden pSD478VC en pSD479VCBG en invoe- 
ging van /3-galactoside in vaccinia virus afbeeldt, 

Figuur 2 5 schematisch een methode voor de con- 
15 structie van plasmide pMPl3PP vertoont, 

Figuur 26 schematisch een methode voor de con- 
struct ie van het plasmide pFPPRVII, bevattende het PRV gpll 
gen, weergeeft, 

Figuur 27 schematisch een methode voor de con- 
20 structie van het recombinant kanariepokk en virus vCP55, tot 
expressie brengend het PRV gpll gen, weergeeft, 

Figuur 28 schematisch een methode voor de con- 
structie van de recombinant vaccinia virus vP717, tot 
expressie brengend het PRV gl gen, geeft, 
25 Figuur 29 schematisch een methode voor de con- 

structie van de recombinant vaccinia virussen vP569 en 
vP734, tot expressie brengen het HSV-2 gB gen, geeft, 

Figuur 3 0 schematisch een methode voor de con- 
structie van de recombinant vaccinia virussen vP579, vP748 
30 en vP776, tot expressie brengend het HSV-2 gC gen, ver- 
toont , 

Figuur 31 schematisch een methode voor de con- 
structie van de recombinant vaccinia virussen vP570, vP76l, 
vP775 en vP777, tot expressie brengend het HSV-2 gD gen, 
35 weergeeft, 

Figuur 3 2 schematisch een methode voor de con- 
structie van de recombinant vaccinia virussen vP637 en 
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VP724, tot expressie brengend het BHV-1 gen, weergeeft, 

"Figuur 33 schematisch een methode voor de con- 
struct ie van het donorplasmide pJCAOOl bevattende het FHV-1 
gB gen en voor de constructie van het recombinant vaccinia 
5 virus vP713, tot expressie brengend het FHV-l gB gen, 
weergeeft , 

Figuur 34 de nucleotidevolgorde van het 34 00 bp 
segment van FHV-l DNA coderende glycoproteine gB afbeeldt, 

Figuur 3 5 een hydropathie grafiek van de volgorde 
10 van 947 aminozuren vormende FHV-l gB afbeeldt, 

Figuur 36 schematisch een methode voor de con- 
structie van de donorplasmiden 4 0 9gp22 0 bevattende het EBV 
gp220 gen en 409gp340, bevattende het EBV gp340 gen, 
weergeeft , 

15 Figuur 37 schematisch een methode voor de con- 

structie van het vaccinia donorplasmide 4 09gB, bevattende 
het EBV gB gen, weergeeft, 

Figuur 38 schematisch een methode voor de con- 
structie van het vaccinia donorplasmide 486gH bevattende 
2 0 het EBV gH gen weergeeft, 

Figuur 3 9 schematisch de structuur van het vacci- 
nia donorplasmide 513gHgBgp340 , bevattende de EBV genen 
gp340, gB en gH voorstelt, 

Figuur 40 schematisch een methode voor de con- 

2 5 struct ie van het vaccinia donorplasmide 4 0 9CMVgB bevattende 

het CMV gB gen geef t , 

Figuur 41 de nucleotide en aminozuurvolgorden van 
HCMV (Towne stam) HXLF1 gen weergeeft, en 

Figuur 42 de nucleotide en aminozuurvolgorden van 
30 HCMV (Towne stam) HXLF2 gen voorstelt. 

Uitvoerige beschrijving van de uitvinding. 

Een beter begrip van de onderhavige uitvinding en 

3 5 van de vele voordelen ervan kan nu worden ontleend aan de 

volgende voorbeelden die ter illustratie worden gegeven. 
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Voorbeeld 1 : 

ConstruoEie van vaccinia virus recombinanten die net paard 
herpesvirus gpl3 glycoproteine tot expressie brengen. 

5 Vervanqinq van het HA gen van vaccinia do or het 

E.coli fi-galactosidasegen . 

In dit voorbeeld werd de Kopenhagenstam van het 
vaccinia virus verkregen van Rhone Merieux, Inc. (Athens, 
Georgia) gebruikt . Het virus werd gekweekt uit een gezui- 

10 verd plaque isolatieprodukt op hetzij VERO (ATCC# CCL81) of 
MRC-5 (ATCC# CCL171) cellen in Eagle's minimaal essentieel 
medium (MEM) plus 10 % foetaal runderserum (FBS) . Een 
derivaat van het wildtype virus waaruit volgens standaard- 
methoden (25,28) de volledige coderingsvolgorde voor het 

15 thymidinekinasegen was deleted werd geisoleerd en aangeduid 
met VP410. Deze thymidinekinasedeletiemutant werd toegepast 
voor verdere behandelingen . Plasmiden werden geconstrueerd, 
onderzocht en deze liet men volgens standaardmethoden 
groeien (20,27,28). 

2 0 Onder verwijzing nu naar figuur 1, werd het 13 Kb 

Sai l fragment van het vaccinia virus dat de Hindi 1 1 A/B 
f ragmentverbinding omspant gebonden aah Sai l gedigereerd 
pUC8 ontwikkelend pSD419VC. De rechterarm van pSD419VC 
overeenkomende met het Hindlll B gedeelte van het Sai l 

25 fragment werd verwijderd door digereren met Hind lll en weer 
gebonden onder vorming van pSD456VC. pSD4 56VC bevat dus het 
rechter uiteinde van het Hind lll A fragment, waarin het 
volledige, coderende gedeelte voor het hemagglutinine (HA) 
gen (35) geflankeerd door ongeveer 0,4 Kb extra vaccinia- 

30 volgorden aan elke kant aanwezig is. 

Ter verkrijging van een" plasmidevector die yrijwel 
zonder HA coderende volgorden is, werd pSD456VC geknipt 
(gedeeltelijk gedigereerd) bij de Rsa l plaats stroomop- 
waarts van het HA gen en bij de Eag l plaats 80 bp van het 

35 3' einde van het HA gen. Het benaderde 3,5 Kb Rsal/EagI 
fragment werd uit een agarosegel geisoleerd. 

Synthetische oligonucleotiden MPSYN59-62 werden 
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bereid ter vervanging van het gebied van de Rsa l plaats tot 
plaats 2 stroomopwaarts van de HA coderende volgorde, 
onmiddellijk gevolgd door de Bglll, Sma l en Pst I restric- 
tieplaatsen en een Eaq I sticky uiteinde. De volgorde van 
5 MPSYN59-62 met de aangegeven restrictieplaatsen is als 
volgt : 

5 ' -ACACGAATGATTTTCTAAAGTATTTGGAAAGTTTTATAGGTAGTTGATAGAACAA 
3 ' -TGTGCTTACTAAAAGATTTCATAAACCTTTCAAAATATCCATCAACTATCTTGTT 

1 0 AATACATAATTTTGTAAAAATAAATCACTTTTTATACTAAGATCTCCCGGGC - 
TGCAGC-3 ' 

TTATGTATTAAAACATTTTTATTTAGTGAAAAATATGAT TCTA- 
GAGGG C CCGACGT CG CCGG - 5 ' 

Bglll Smal PstI Eaq I 

15 

Het annealed MPSYN59-62 mengsel werd gebonden aan 
het 3,5 Kb Rsal/Eagl fragment van pSD456VC, onder vorming 
van pSD4 6 6VC. Zo is dus in pSD4 66VC het HA gen vervangen 
door een polylinkergebied . 

20 Een 3,2 Kb Bglii/BamHI (partieel) fragment bevat- 

tende het E . coli /3-galactosidase gen van pMC1871 (34) onder 
de transcriptionele controle van de vaccinia 11 kDa promo- 
tor (7) werd gekloneerd in pSD466VC, dat was gedigereerd 
met Baill. Een plasmide dat de 11 kDa promotor//J-galactosi- 

25 dase gen cassette in een van links tot rechts orientatie 
ten opzichte van de flankerende vaccinia armen bevatte werd 
met pSD4 6 6 VCBGA aangeduid en gerecombineerd in een thymidi- 
nekinasedeletiemutant, vP410, van de Kopenhagenstam van het 
vaccinia virus onder vorming van de vaccinia recombinant 

30 vP425 tot expressie brengend het /3-galactosidase . 80 
baseparen bij het carboxyluiteinde van het HA gen werden 
behouden, teneinde niet een korte, potentiele open af lees- 
frame overgeschreven van rechts naar links ten opzichte van 
het vacciniagenoom te verbreken. 

35 Het recombinant vaccinia virus, vP425 (184) werd 

geidentif iceerd op basis van blauwe plaquevorming in 
aanwezigheid van het chromogene substraat , X-gal, zoals 
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door anderen is beschreven (9,24) . Vervanging van het /S- 
galactosidasegen door nog een ander vreemd gen in opeenvol- 
gende vaccinia recombinanten kon gemakkelijk worden gevolgd 
door isolatie van kleurloze plaques in plaats van blauwe 
5 plaques . 

Ter vergeraakkeli jking van toekomstige klonings- 
stappen, werd de Sma l -plaats afgeleid van het pUC8 multi- 
klonerend gebied geelimineerd door digereren van pSD466VC 
met Bam HI / Eco RI . blunt eindigende met het Klenow- fragment 
10 van E . coli polymerase en weer verknoping. Zo is dus de 
enkelvoudige Sma l plaats die achterblijft in het verkregen 
plasmide, pSD4 67VC, in het polylinkergebied van de HA 
deletie aanwezig. 

15 Identif icatie van DNA volgorden coderende het EHV- 

1 gp!3 gen. 

De DNA volgorde coderende voor het glycoproteine 
EHV-l gpl3 is aanwezig in het 7,3 Kb Bam HI -H fragment van 
EHV-l (3) . De nucleotidevolgordewaarden voor beide strengen 

20 werd verkregen uit het pUC (BamHI -H) gebied, onder toepas- 
sing van overlappende sub-klonen onder toepassing van het 
gemodif iceerde T7 enzym SEQUENASE (40) (U.S. Biochemicals , 
Cleveland, OH) . Standaard didesoxy ketenbeeindigende 
reacties (33) werden uitgevoerd op dubbelstrengs plasmide- 

25 matrijzen die waren gedenatureerd in een alkali. De M13 
voorwaartse en omgekeerde primers werden toegepast ter 
verkrijging van de aanvankeli jke volgorde van elke kloon . 
Custom 16-17-mer primers, gesynthet iseerd onder toepassing 
van standaardchemie (Biosearch 8700, San Rafael, CA; 

3 0 Applied Biosystems 380B, Foster City, CA) werden toegepast 
bij het gaan langs het overbli jvende fragment. Het IBI 
Pustell volgorde-analyseprogram werd bij alle analyses ter 
bepaling van de volgorde toegepast (29) . 

DNA sequence analyses gaven een open afleesframe 

35 van 1.404 bp coderende voor 468 aminozuren met een voor- 
speld primair translatieprodukt van 50,9 kDa . Een signifi- 
cante aminozuurhomologie in de carboxylhelf t van het 
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vermeende gpl3 open afleesframe werd waargenomen bij gC van 
de herpes simplex virussen type 1 en type 2, gill van het 
pseudorabies virus en gpV van het varicella- zoster virus, 
suggererende dat gpl3 een lid was van de gC achtige glycop- 
roteinen van herpesvirussen. Een verdere uitvoerige analyse 
van het EHV-l gpl3 open afleesframe werd aangeboden in een 
voorgaande publikatie (2). Ter vergemakkeli j king van de 
beschrijving van het klonen en de express ie van het EHV-l 
gpl3 in vaccinia virus vectoren zijn het gpl3 open aflees- 
frame plus extra 5' en 3 ' volgorden weergegeven in figuur 
2. In figuur 2 zijn een vermoedeli j ke TATA box en aminozu- 
ren die vermeende signalen en membraanankerelementen 
bevatten onderstreept . De potentiele splitsingsplaats van 
de signaalvolgorde is aangegeven met een pijl die het 
splitsingssignaal ASA (open cirkels) volgt. Potentieel zijn 
er negen N-verbonden glycosyleringsplaatsen in de signaal- 
en ankervolgorden , zoals is gedefinieerd door het Asn-X- 
Ser/Thr motief (sterretjes) . 



20 Klonerincr van het EHV-l gp!3 gen in een v accinia 

virus donorplasmide . 

Een vroeg-laat vaccinica viruspromotor , H6 , werd 

toegepast voor de expressie van vreemde genen in pluimvee- 

pokkenvirusvectoren (41, 42) . Dit promotorelement corres- 
25 pondeert met de DNA volgorden onmiddellijk stroomopwaarts 

van het H6 open afleesframe in het vaccinia Hind lll-H 

fragment (31) . 

Onder verwijzing nu naar figuur 3, werden ter 

mutering en invoeging van het H6 promotor in pSD4 6 7VC 
30 oligonucleotiden H6SYN oligos A-D gesynthetiseerd . De 

volgorde van H6SYN oligos A-D, met gemodif iceerde base 

zoals is onderstreept en restrictieplaatsen zoals is 

aangegeven, is als, volgt: 
Bglll 

3 5 5 ' - GATCTCTTTATTCTATACTTAAAAAGTGAAAATAAATACAAAGGTTCTTGAGGGTT 
3 ' -AGAAATAAGATATGAATTTTTCACTTTTATTTATGTTTCCAAGAACTCCCAA 
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GTGTTAAATTGAAAGCGAGAAATAATGkTAAATTATTTCATTATCGCGATATCCGTTAA 
CACAATTTAACTTTCGCTCTTTATTAGTATTTAATAAAGTAATAGCGCTATAGGCAATT 

GTTTGTAT CGTACCC - 3 ' 
5 CAAACATAGCAT GGG - 5 ' 
Sma l 

De onderstreepte basen duiden op modificatie van 
de natieve H6 promotorvolgorde . 

Het 130 bp voile lengte, dubbelstrengs DNA gevormd 

10 door annealing van H6SYN oligos A-D werd gezuiverd door 
elektroelutie uit een agarosegel en verbonden met 0,5 Kb 
Sma l / Hind i I I en 3,1 Kb Bglll/Hindlll fragmenten afgeleid 
van pSD467VC. Het verkregen plasmide, pTPIS (184), heeft de 
ATG initiatiecodon gemodif iceerd tot CCC als deel van de 

15 Smal plaats, die onmiddellijk wordt gevolgd door een Pst I 
plaats. Een Nsil linker, 5 ' -TGCATGCATGCA- 3 ' , (New [England 
Biolabs, Beverly, MA) werd ingevoegd op de Sma l plaats van 
pTP15 ter vorming van het plasmide pNSI . 

Een EHV-l Eco RI/ Nar l fragment waarin de Eco RI 

20 plaats is 120 bp stroomopwaarts van de ATG initiatie codon 
en waarin de Nar l plaats is 23 bp stroomopwaarts van het 
TAG terminatie codon van EHV-l gpl3 werd gekloneerd in faag 
M13mpl9 onder vorming van de recombinant faag M13EcoRNar. 
Onder toepassing van oligonucleotide-gerichte mutagenese 

2 5 (17) werd een Nsi l plaats geintroduceerd door verandering 

van de volgorde TTGCCT (basen 13 0-135 in figuur 2) in het 
EHV-l gpi3 gen in ATGCAT. Het Eco RI/ Nar l fragment uit 
mutantfaag M13EcoRNar werd gekloneerd in pUC8 bij de 
EcoRI/ Nar l plaatsen onder vorming van het plasmide pNSIEN. 
30 Twee 42-mer oligonucleotiden werden gesyntheti- 

seerd met de volgende, met de aangeduide restrict ieplaat - 
sen, volgorde: 

Nar l gpl3 3 ' einde Ndel 

5 ' -CGCCGTACAAGAAGTCTGACTTTTAGATTTTTATCTGCAGCA- 3 ' 

3 5 3 ' - GGCATGTTCTTCAGACTGAAAATCTAAAAATAGACGTCGTAT - 5 ' 

Pst I 
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In dit oligonucleotide, wordt de terminatiecodon 
( TAG ) onrhiddellijk gevolgd door een vaccinia vroege trans - 
criptie terminator (ATTTTTAT) . Het dubbelstrengs DNA 
fragment verkregen door annealing het paar van 4 2-mers 
bevat een Narl sticky uiteinde, gevolgd door het 3' uitein- 
de van de coderende volgorde voor het EHV-1 gpl3 gen, 
evenals een vaccinia vroeg transcriptie terminatiesignaal 
(45), een PstI plaats en een Nde l sticky uiteinde. Dit 
fragment werd ingevoegd tussen de Nar l / Nde l plaatsen van 
pNSIEN dat pNSIENPN vormt (fig. 3) . 

Het Nsi l/ Pst I fragment uit pNSIENPN werd gelso- 
leerd en gekloneerd in de Nsi l/ Pst I plaatsen van het 
plasmide pNSI, onder vorming van het plasmide pVHA6gl3NsiI 
(fig. 3) . pVHA6gl3NsiI werd geknipt op de EcoRI plaats in 
de H6 promotor en de Nsi l plaats die was ingevoerd bij het 
begin van het EHV-1 gpl3 gen. Dit vectorf ragment werd blunt 
ended met Mung Bean nuclease. De complementaire 32-mer 
oligonucleotiden werden gesynthetiseerd met de volgende 
volgorde, met de aangegeven restrictieplaats : 

EcoRV 

5 ' - ATCCGTTAAGTTTGTATCGT AATG TGGTTGCC- 3 ' 
3 ' -TAGGCAATTCAAACATAGCATTACACCAACGG-5 ' 
H6 promotor gp!3 5' einde 

Deze oligonucleotiden werden annealed en gebonden 
in het pVHA6gl3NsiI vectorf ragment , onder vorming van het 
plasmide pVHA6gl3, dat een nauwkeurige verbinding bij het 
ATG initieringscodon (onderstreept in de 32-mer volgorde) 
van de H6 promotor en EHV-1 gpl3 gen (fig. 3) bevat. 

pVHA6gl3 werd door transfectie gebracht in met 
vP425 geinf ecteerde cellen ter vorming van het vaccinia 
recombinant vP483, dat het EHV-1 gpl3 gen (fig. 3) bevat. 

Constructie van vaccinia virus recombinanten . 

Werkwijzen voor transfectie van recombinant 
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donorplasmiden in weef selcultuurcellen geinfecteerd met een 
gered vaccinia virus en identif icatie van recombinanten 
door in situ hybridisatie op nitrocellulosef ilters werd op 
een hiervoor beschreven wijze uitgevoerd (25,28). Ter 
5 constructie van vP425 waarin het E.coli /3-galactosidase gen 
de vaccinia HA coderingsvolgorden vervangt, werd het 
plasmide DNA (25 /xg pSD466VCBGA in HeBS (16)) geelektropo- 
reerd (Biorad Gene Pulser, capaciteit 960, 200 volt) in 
VERO cellen. Subconfluent monolagen van cellen werden 1 uur 

10 voor het gebruik geinfecteerd tot 10 pfu/cel met vP410. De 
geinf ecteerde cellen werden gewonnen met trypsine en voor 
de elektroporatie gewassen met HeBS. De cellen werden 24 
uur geincubeerd in MEM + 5 % foetaal runderserum bij 37°C, 
gewonnen en progeny virus plated op VERO monolagen. Recom- 

15 binant virus /3-galactosidase tot expressie brengend werd 
gedetecteerd als blauwe plaques in aanwezigheid van X-gal 
substraat (9>24). Ter vorming van recombinant vaccinia 
virus waarin het EHV-l gpl3 het 0-galactosidase gen in 
vP425 vervangt, werd een overeenkomstig protocol gevolgd, 

2 0 behalve dat het donorplasmide pVHA6gl3 en het reddende 

virus vP425 was. De vaccinia recombinant VP483, bevattende 
EHV-l gpl3, werd gedetecteerd als een kleurloze plague in 
aanwezigheid van X-gal en bevestigd als een echte recombi- 
nant door DNA- hybridisatie na 3 cycli van plaquezuivering . 

25 

Exnressie van het EHV-l op13 gen op het oppervla k 
van cellen geinfecteerd met het recombina nt vaccinia virus 
vP4 83 ... 

BSC-4 0 cellen werden geent op glazen dekplaatjes 
30 van 22 mm in schalen van 35 mm met 5 x 10 s cellen/schaal . 
Bij ongeveer 80 % samenvloeiing werden de dieren geinfec- 
teerd met 2 pfu/cel. Na een adsorptieperiode van een uur 
werd de virusentstof verwijderd en werd MEM plus 2 % 
foetaal runderserum toegevoegd. 20 Uur na infecteren werden 

3 5 de dekplaatjes gewassen met een met fosfaat gebufferde 

zoutoplossing (PBS) die 0,2 % BSA en 0,1 % NaN3 (PBS+) 
bevatte en blootgesteld aan 0,1 ml anti-gpl3 monoklonaal 
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antilichaam, 14H7 (3) verdund tot een duizendste in PBS+ . 
Na 1 uur in een bevochtigde kamer bij kamertemperatuur 
werden de cellen driemaal gewassen in PBS+ . Deze procedure 
werd herhaald met fluorescelne isothiocyanaat-geconjugeerd 
geit anti-muis IgG. Tenslotte werden de cellen 20 minuten 
in 2 %-ige paraformaldehyde in PBS gefixeerd. De dekplaat- 
jes werden gemonteerd in 80 % glycerol in PBS bevattende 3 
% n-propylgallaat en de f luorescentie werd met behulp van 
een microscoop waargenomen. 

Het eiwit voorspeld uit de DNA volgorde heeft de 
typische kenmerken die kenmerkend zijn voor een membraan 
overspannend glycoproteine (14). Bij een produktieve EHV-i 
infectie wordt dit gpl3 glycoproteine opgenomen in de 
verschillende membraansystemen van de eel en wordt getrans- 
porteerd in het cytoplasmische membraan en kan op het 
uitwendige oppervlak van de geinf ecteerde eel worden 
aangetoond. EHV-l gpi3 is bovendien een bestanddeel van het 
EHV-i virion. Daarom werden immunof luorescentieonderzoekin- 
gen uitgevoerd ter bepaling of EHV-l gpi3 tot expressie 
gebracht door het vaccinia virus recombinant, vP4 83, 
eveneens op het cytoplasmische membraan van geinf ecteerde 
cellen aanwezig was. Anti-gpl3 specif iek monoklonaal 
antilichaam gevolgd door fluorescelne -gecon jugeerd geit 
anti-muis IgG gaf een sterke membraan immunof luorescentie 
in met vP483 geinf ecteerde cellen doch niet in met vaccinia 
virus VP410 geinf ecteerde cellen. Dit doet vermoeden dat 
het EHV-l gpi3 tot expressie gebracht door het recombinant 
vaccinia virus vP483 aanwezig is op het cytoplasmische 
membraan, zoals verwacht werd voor de authentieke synthese 
van een membraan overspannend glycoproteine. 

Immunoprecipitatie van EHV-l gpl3 produkten 

qesynthetiseerd uit met recombinant vaccinia virus vP4S^ 
qeinf ecteerds r^n^ 

Twee miljoen cellen die een samenvloeiende mono- 
laag in een schaal van 60 mm vormden werden geinfecteerd 
met 10 pfu/cel. Het enten werd uitgevoerd in een medium dat 
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geen methionine bevatte. Na de adsorptieperiode , werd de 
entstof verwijderd en werd 2 ml geen methionine bevattend 
medium bevattende 20 \l Ci/ml 35 S-methionine toegevoegd. Men 
liet de infectie 24 uur verlopen waarna de cellen werden 
5 gelyseerd door toevoeging van 1 ml van 3 x buffer A bevat- 
tende 3 % NP-40, 30 mM Tris pH 7,4, 450 mM NaCl , 3 mM EDTA, 
0,03 % natriumazide en 0,6 mg/ml PMSF. De gelyseerde cellen 
en de bovenstaande vloeistof werden gewonnen, geroerd en 
geklaard door 15 minuten te centrif ugeren bij 10.000 g. 

10 Proteine A-Sepharose CL-4B (Pharmacia, Cat. No. 

17.0780.01) werd bereid als een 1:1 suspensie in IX Buffer 
A. Een rat anti-muis conjugaat (Boehringer Mannheim, Cat. 
) No, 605 500) werd verdund tot 1:100 in de suspensie en 4 

uur bij kamertemperatuur onder schudden gebonden aan de 

15 kralen. Daarna werden de kralen goed gewassen met 6 waspor- 
ties van 1 ml in buffer A, ter verwijdering van het niet- 
gebonden conjugaat. Een monoklonaal antilichaam specif iek 
voor gpl3 werd daarna gedurende 4 uur bij kamertemperatuur 
aan de kralen gebonden. De overmaat antilichaam werd door 

20 goed wassen verwijderd. 1 ml van het geklaarde, geinfec- 
teerde cellysaat werd van te voren geklaard door incubatie 
met Proteine A-Sepharose kralen waaraan normaal muizenserum 
was gebonden. Deze kralen werden door centrif ugeren verwij- 
derd. Daarna werd 1 ml van het geklaarde, voorgeklaarde 

2 5 lysaat gemengd met 100 \i\ van de kralen waaraan het speci- 
' - ) fieke, monoklonale antilichaam was gebonden. Dit mengsel 

werd 4 uur bij kamertemperatuur geschud. Daarna werden de 
kralen door centrif ugeren verwijderd en innig gewassen door 
viermaal wassen in IX Buffer A en tweemaal wassen in 10 mM 
30 Tris pH 7,4 bevattende 0,2 M LiCl en 2M ureum. Daarna werd 
het antilichaam-antigeencomplex van de kralen verwijderd en 
verbroken door toevoeging van 50 fil 2 x Laemmli Disrupting 
Solution (60,195).' Vervolgens werd het monster voor de 
elektrof orese 5 minuten gekookt . 

3 5 Er zijn twee produkten van ongeveer 44 en 4 7 kDa 

die kunnen worden aangetoond en die enigszins kleiner zijn 
dan het voorspelde primaire translatieprodukt (51 kDa) en 
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een groter produkt van ongeveer 90 kDa dat overeenkomt met 
een volledig geglycosyleerde vorm van het EHV-l gpl3 
genprodukt . Geen equivalent e polypeptiden werden uit met 
controle, vaccinia virus geinf ecteerde cellen neergeslagen . 

5 

Voorbeeld 2 

Cons true tie van vaccinia virus recombinanten die het paard 
herpesvirus gpl4 glycoproteins tot expressie brengen. 

Vervanaing van het M2L gen in vaccinia virus door 
10 het E. coli fl-galactosidase gen. 

Teneinde de EHV-l gpl4 coderende volgorden in een 
vaccinia virusvector in te voegen, werd een recombinant 
vaccinia virus vP4 58, dat het E. coli LacZ gen tot expres- 
sie brengt, geconstrueerd . Substitutie van de LacZ coderen- 
15 de volgorden in het recombinantvirus , vP458, door de 
volgorden die EHV-l gpl4 coderen, maakt een blauw tot 
kleurloos plaque onderzoeksysteem voor het identif iceren 
van EHV-l gpl4 bevattende recombinantvirussen (9,24) in 
aanwezigheid van X-gal, een chromogeen /8-galactosidasesub- 

2 0 straat, mogelijk. Bovendien werd, met de bedoeling van het 

construeren van vaccinia virusrecombinanten die zowel EHV-l 
gpl4 als EH-l gpl3 tot expressie brengen, een invoegings- 
plaats voor EHV-l gpl4 uniek uit de hemagglutinine deleted 
plaats toegepast voor het invoegen van EHV-l gpl3 in 

25 voorbeeld l bereid op de M2L plaats van Hind i 1 1 M. De 
volledige coderende volgorde van het M2L gen in het vacci- 
nia Hindi I I M fragment werd verwijderd en vervangen door 
het L — coli LacZ gen coderende /3-galactosidase . De klone- 
ringsstappen voor de constructie van vP458 zijn schematisch 

30 weergegeven in figuur 4. 

Onder verwijzing nu naar figuur 4 wordt opgemerkt , 
dat een open afleesframe lezende van rechts naar links ten 
opzichte van het vacciniagenoom en coderende voor een 
vermeend eiwit van 22 0 aminozuren volledig binnen het 

3 5 Hindi I I M fragment van de Kopenhagenstam van het vaccinia 

virus links van, de unieke Bglll plaats is geplaatst . 
Volgens de conventie (31) werd dit gen, dat onmiddellijk 
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rechts van MIL (58) is geplaatst, met M2L aangeduid. 
Deletieonderzoekingen gericht op net vaccinia (WR) genoom 
dat zich links van de unieke Bal l I plaats in het Hindi 1 1 
fragment M (57) uitstrekt, geven aan dat met vaccinia 
5 coderende volgorden aanwezig in Hind i I I M links van de 
Ball I plaats niet essentieel voor de replicatie van het 
virus in een weef selcultuur zijn. 

Ter vergemakkeli jking van de toepassing van het 
M2L gebied als invoegingsplaats voor vreemde genen, werd 

10 een plasmidevector , pMP409DVC, gevormd waarin de volledige 
M2L coderende volgorde op de volgende wijze was vervangen 
door een Bql ll plaats. pSD409VC, dat bestaat uit het 
Kopenhagen vaccinia Hind i I I M fragment gekloond op de 
Hind i I I plaats van pUC8 , werd gedigereerd met BamHI /Bglll 

15 en zelf gebonden, aldus verwijderend het rechter uiteinde 
van Hind lll M en opheffing van de Bal l I plaats. Het verkre- 
gen plasmide, pMP409BVC werd lineair gemaakt met SphI , dat 
knipt in het M2L open afleesframe en werd 2 minuten onder- 
worpen aan Bal-31 exonuclease digerering. Mutagenese werd 

20 uitgevoerd op het verkregen DNA (19) onder toepassing van 
een synthetisch 4 9 mer 

(5' - TTT CTGTATATTTG CAACAATTT AG ATCT TACT CAAAATATGTAACAAT - 3 ' , 
Bal l I plaats onderstreept ) . In het gemutageniseerde plasmi- 
de pMP4 09DVC werden de M2L coderende volgorden uit plaats 

25 +3 tot het einde van het open afleesframe verwijderd. De G 
van het initiat iecodon ATG werd gewijzigd in een C ter 
vorming van een unieke Bglll plaats (AGATCT) op het dele- 
tieknooppunt . 

Een 3,2 Kb Bglll/BamHI partieel fragment, bevat- 

3 0 tende 3 , 1 Kb van het E. coli /3-galactosidase gen tussen de 
Bam HI plaatsen van pMC1871 (34) onder de transcriptionale 
controle van de 0,1 Kb vaccinia 11 kDa late promotor (7) 
werd gekloneerd in de unieke Bglll plaats van pMP4 0 9DVC. 
Een recombinantplasmide dat de 11 kDa promotor/j3-galactosi- 

3 5 dase gencassette in de rechter tot linker orientatie ten 
opzichte van flankerende vaccinia armen en genoom bevatte 
werd met pMP4 0 9DVCBG aangeduid. pMP4 0 9DVCBG werd toegepast 
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als donorplasmide voor recombinatie met gered vacciniavi- 
rus, vP410, beschreven in voorbeeld 1. De nieuwe vaccinia- 
recombinant, aangeduid met vP4 58, tot expressie brengend 
het j3-galactosidasegen ingevoegd op de M2L deletieplaats , 
5 werd gedetecteerd onder toepassing van het chromogene X-gal 
substraat (9,24) en gezuiverd door herhaalde plaque-klone- 
ring. 

Kloneren van het EHV-1 crr>14 gen. 

Onder verwijzing nu naar figuur 5, omspant de EHV- 
10 l gpl4 coderende volgorde de binding tussen de BamH I 
restrict ief ragmenten a en i (3) . De EHV-1 DNA fragmenten 
BamHI -a (21,3 Kb) en i (7,1 Kb) (59) werden geisoleerd uit 
agarosegelen. Plasmide pUC ( Bam HI - i ) werd gevormd door 
invoeging van het EHV-1 BamH I - i fragment in plasmide pUC8 
15 bij de BamH I plaats. Het EHV-1 BamHI -a fragment werd 
gedigereerd met EcoRI en gebonden in met Eco RI / Bam HI 
gedigereerde pUC8 . Plasmide pUC (BamHI -a/EcoRI ) bevat een 
10 Kb EHV-1 BamHI / Eco RI inlas. Op basis van de vermelde 
f ragmentafmetingbepalingen (59) , wordt opgemerkt dat de DNA 
20 volgorden in dit invoegsel grenzen aan die van het Bam HI -i 
fragment in het EHV-1 genoom. 

Nucleotide sequence analyses. 

Nucleotide sequence analyses werden uitgevoerd 
25 onder toepassing van verschillende subklonen uit pUC 
(BamHI -a/EcoRI) en pUC ( Bam HI -i) plasmiden. Sequencing van 
het plasmide pUC (BamHI -a/ Eco RI ) werd uitgevoerd op de 
BamHI plaats, omdat het EHV-1 gpl4 gen de BamHI -a/i verbin- 
ding omspant (3) . De orientatie van het pUC ( Bam HI-i) 
30 plasmide werd bepaald door digereren met restrictieenzym . 
Aangezien het EHV-1 Bam HI eindstandige gedeelte het dichtst 
bij de EcoRI plaats in pUC (BamHI-i) de Bam HI plaats bij de 
BamHI-a/i verbinding bleek te zijn, werd sequencing van het 
fragment begonnen vanaf dit Bam HI einde . 
35 Sequence -waarden voor beide strengen werden op de 

wijze als beschreven in voorbeeld 1 verkregen. De nucleoti- 
devolgorde van het 3,351 bp fragment bevattende de EHV-1 
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gpl4 coderende volgorde is weergegeven in figuur 6. De 
nummering van de linker en rechter grenzen geldt voor 
respect ievelijk de aminozuur- en nucleinezuurvolgorde . De 
vermeende CAT en TATA rechthoeken zijn onderstreept . 
5 Aminozuren in het signaal en membraan overspannende gebied 
zijn eveneens onderstreept met de pijl die een potentiele 
signaalpeptidesplitsingsplaats aangeef t . De dertien poten- 
tiele glycosyleringsplaatsen onder toepassing van de 
consensusvolgorde (Asn-X-Ser/Thr) zijn door een sterretje 

10 aangeduid. 

DNA sequence analyses duiden op een open aflees- 
frame dat zich uitstrekt van de nucleot ideplaatsen 300 tot 
3239 aflezende van links naar rechts ten opzichte van het 
EHV-l genootti, dat wil zeggen het ATG startcodon was aanwe- 

15 zig in het Bam HI - a/ Eco RU fragment en het stopcodon TAA was 
aanwezig in het Bam HI -i fragment (3,59) . 

Vermoedelijke transcript ionale regelsignalen 
werden aangetroffen in het 5' gebied van het ATG initi- 
eringscodon op plaats 300. Een TATA rechthoek met de 

20 volgorde AAATATAT (nucleotiden 14 8 tot 155) was 70 nucleo- 
tiden stroomaf waarts van een vermoedelijke CAT rechthoek op 
de plaatsen 71-77 met de volgorde GGTCAAT geplaatst . Een 
polyadenyleringssignaal AATAAA (nucleotiden 3251-3256) was 
8 nucleotiden stroomaf waarts van de TAA terminat lecodon 

25 (nucleotiden 3240-3242) geplaatst. Negen van de elf nucleo- 
tiden in de volgorde 5 ' -TCCTGCGCGCA-3 ' (de nucleotiden 218- 
228) zijn complementair aan de 18S ribosomale RNA volgorde 
3 ' -AGGAAGGCGT- 5 ' (61) en kunnen dienen als de ribosoombin- 
dingsplaats . 

30 

Analyse van de EHV-l cm 14 structuur. 

Het EHV-l gpl4 open afleesframe codeert voor 980 
aminozuren met een berekend molecuulgewicht van 109,8 kDa . 
Analyse van de aminozuurvolgorde duidt op een aantal 
35 kenmerken die gebruikelijk zijn voor membraan-geassocieerde 
glycoprotelnen . Een gebied dat zich uitstrekt van de 
aminozuren 58 tot 99 had een kenmerkend hydrof obiciteits- 
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profiel en het is voorgesteld dat dit de signaalvolgorde is 
(figuur 6) . Een ongebruikeli j k aspect van het EHV-1 gpl4 
genprodukt is dat de lange hydrofobe signaalvolgorde wordt 
voorafgegaan door een lange hydrofiele volgorde. Dit 
5 kenmerk is eveneens opgemerkt voor het pseudorabies virus 
(PRV) gll (62) en voor het runder herpesvirus 1 (BHV-1) gl 
gen (63), welke beide eveneens HSV gB homologen zijn. 
Voorspeld is dat een hydrofoob gebied bestaande uit 4 5 
aminozuren (de aminozuren 82 6-870) functioneert als een 

10 transmembraan ankergebied. Het hydrofiele cytoplasminege- 
bied bevat 110 aminozuren. 

Er zijn elf Asn-X-Thr/Ser (waarin X elk aminozuur, 
uitgezonderd proline kan zijn) plaatsen voor potentiele, 
met N-verbonden, glycosylering (64) . Een ongebruikeli jk 

15 aspect is dat er eveneens twee potentiele glycosylerings- 
plaatsen in het cytoplasmische gebied zijn (figuur 6) . 

Een hydrof ieliciteitsgraf iek van de EHV-l gpl4 
coderende volgorde is weergegeven in figuur 7. De hydropa- 
thie- index van EHV-l gpl4 is berekend met de methode van 

20 Kyte en Doolittle (65) met een raam van zeven aminozuren 
zonder veref fening. De punten onder de horizontale lijn 
geven oppervlakken met een grotere hydrof obiciteit aan, 
waarvoor het potentiaal signaal en/of membraan ontspannende 
gebieden zijn aangegeven. De kenmerken van een membraan om- 

25 spannend glycoproteine omvatten signaal- en ankerelementen 
en het lange hydrofiele gebied dat voor de signaalvolgorde 
komt zijn aangetroffen voor de EHV-l gpl4 coderende volgor- 
de. 

30 Lokalisatie van de antigene determinant herkend 

door het ant i- EHV-l gp!4 monoklonale antilichaam. 3F6 . 

Lambda gtll expressievectoren en monoklonale 
antilichamen waren bruikbaar voor de identif icat ie van EHV- 
1 DNA volgorden coderende voor de belangri j kste EHV-l 

35 glycoproteinen (3) . Een lambda gtll recombinant, 4al, bleek 
een EHV-l gpl4 epitoop tot expressie te brengen, herkend 
door het specifieke, monoklonale antilichaam 3F6 (3) . 
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Teneinde de identiteit van dit epitoop te bepalen, werd het 
EHV-1 DNA aanwezig in 4al sequenced en vergeleken met de 
DNA volgorde van de EHV-1 gpl4 coderende volgorde (fig. 6) . 
Ter sequencing werd het DNA fragment overeenkomende met het 
EHV-1 gpl4 epitoop in het X gtll recombinant 4al herkend 
door anti- EHV-1 gpl4 monoklonaal 3F6 (3) 4al gedigereerd 
met EcoRI . het EHV-1 fragment geisoleerd op agarosegelen en 
gebonden aan de EcoRI plaats van pUC8 . DNA sequencing werd 
op de hiervoor beschreven wijze uitgevoerd met de M13 
universele voorwaartse en reverse primers . 

Uit de nucleotidevolgorderij blijkt dat dit 
epitoop aanwezig was binnen het gebied van de 66 aminozuren 
overeenkomende met 107 (Thr) - 172 (Val) van het gededu- 
ceerde primaire translatieprodukt . Het epitoop is dus 
binnen het amino-eindstandige gedeelte van het gededuceerde 
EHV-1 gpl4 oppervlaktegebied geplaatst. 

Veraeli-ikina van de EHV- 1 qp14 aminozuurvolgorde 
met andere herpesvir us erlycopro teinen . 

Vergelijking van de aminozuursamenstelling van het 
EHV-1 gpl4 gen openbaarde een grote homologie met glycopro- 
teinen van andere herpesvirussen . Zo is het EHV-1 gpl4 
homoloog met gll van PRV (62), gl van BHV-1 (63), gll van 
het varicella- zoster virus (VZV) (66) , gB van het herpes 
simplex virus (HSV) (67,71,72) evenals met glycoproteinen 
in het Epstein-Barr virus (EBV) (68) en humaan cytomegalo- 
virus (HCMV) (10) . 

Oligonucleotide-qerichte mutaqenese van het — 5_lz. 
eindstandiae gedeelte van de EHV-1 QP14 coderende volgorde. 

Onder verwijzing weer naar figuur 5, werd plasmide 
Blue ( Knp I/ Bam HI) gevormd door invoeging van een Kpnl/BamHI 
fragment uit pUC (BamHI-a/EcoRI ) in het plasmide Bluescript 
SK+ gedigereerd met Kpnl/BamHI. Oligonucleotide gerichte 
mutagenese werd uitgevoerd volgens een modificatie van de 
werkwijze van Kunkel (17) onder toepassing van uracil - 
bevattende DNA matrijzen uit plasmide Blue (Kpnl/BamHI) 
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gevormd in de dut ung gastheer E. coli stam CJ23 6. In het 
gemutageniseerde plasmide werd een Nsi l plaats bij codons 1 
en 2 van het EHV-1 gpl4 gen gevormd, waarbij de volgorde 
ATG/TCC (Met/Ser) werd veranderd in ATG/CAT (Met/His) . De 
5 gemuteerde volgorde werd bevestigd met DNA sequence analy- 
se. Het Kpn I/ Bam HI fragment uit de mutant werd overgebracht 
naar met Kpn I/ Bam HI gedigereerd pUC18 onder vorming van het 
plasmide pUC ( Kpn I/ Bam HI) . 

Een plasmide, pUCgl4, dat het volledige EHV-1 gpl4 
10 gen met de Nsi l plaats mutatie bevatte werd gevormd door 
invoeging van het EcoR I / Bam HI fragment uit pUC ( Kpn I/ Bam HI) 
en met Eco RI / Bam HI gedigereerd pUC ( Bam HI/ Pst I) . een 3,9 Kb 
subkloon van pUC (BamHI -i) . 

15 Constru ctie van het chimere donorplasmide 

pVM2LH6a!4 . 

PMP4 09DVC werd geknipt met Bal l I en verbonden met 
synthetisch, dubbelstrengs DNA dat de gemodif iceerde 
vaccinia H6 (vroeg/laat) promotor bevatte, beschreven in 
20 voorbeeld 1, geflankeerd door restrict ieplaatsen . De 
restrictieplaatsen voor Nsi l . Sac I , PstI en Eco RI werden 
onmiddellijk stroomaf waarts van het endogene initiat iecodon 
in de H6 promotor gevormd. In pMGll is de polylinkervolgor- 
de stroomaf waarts van de H6 promotor ATG CAT GAG CTC TGC 

2 5 AGA ATT CGG ATC T. De unieke Nsil plaats, bevattende het H6 

initiat iecodon (onderstreept) , wordt onmiddellijk gevolgd 
door de unieke Sac I . Pst I en Eco RI plaatsen. 

Het EcoRI /Nsil DNA fragment uit pUCgl4 bevattende 
het EHV-1 gebied stroomaf waarts van de EHV-1 gpl4 initia- 

3 0 t iecodon werd vervangen door het EcoRI /Nsil fragment uit 

plasmide pMGll, aldus vormende plasmide pMRHgl4 , dat de 
rechter arm van vaccinia Hind lll M, de H6 promotor en de 
volledige lengte van het EHV-1 gpi4 gen bevat . Het 
Hpal/Psti EHV-1 gpi4 bevattende fragment van het plasmide 
3 5 pMRHgl4 werd overgebracht naar het vectorplasmide pMGll 
geknipt met Hpal/Psti, onder vorming van plasmide 
pVM2LH6gl4. pVM2LH6gl4 bevat de volledige EHV-1 gpl4 
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coderende volgorde (met codon 2 veranderd van TCC (Ser) in 
CAT (His) zoals is aangegeven en ongeveer 1,2 Kb EHV-1 DNA 
stroomafwaarts van het EHV-1 gpl4 gen) onder de controle 
van de H6 promotor, ingevoegd in een rechts tot links 
5 orientatie met betrekking tot flankerende vacciniavolgorden 
ten opzichte van het vacciniagenoom met als doelwit het 
invoegen van het EHV-1 gpl4 gen op de M2L plaats. 

Recombinatie werd uitgevoerd onder toepassing van 
vP458 als reddend virus en pVM2LH6gl4 als donorplasmide . 
10 Kleurloze plaques werden uitgezocht en geanalyseerd op de 
aanwezigheid van EHV-1 gpl4 coderende volgorden onder 
toepassing van een specif ieke EHV-1 gpl4 probe gelabeld met 
32 P. Na herhaald plaque -kloneren werd de vaccinia recombi- 
nant aangeduid met vP577. 

15 

Truncatie van de EHV-1 qp i4 hvdrofiele aanloop- 
sequencies. 

Onder toepassing van variaties van de mutagenese 
en kloningsmanipulaties, zoals hiervoor is beschreven, werd 

2 0 chimeer donorplasmide P VM2LH6gl4-l geconstrueerd. Ter 

verkri.jging van pVM2LH6gl4 -1 , dat een dele tie van de codons 
2-34 van EHV-1 gpl4 met de substitutie van vier codons, 
bevat, werd in vitro mutagenese (17) uitgevoerd op plasmide 
Blue ( Kpn l/ Bam HI) , onder vorming van een Nsil plaats in 
25 codons 32-34 in plaats van in codons 1 en 2 . Het Nsil/BamHI 
fragment uit het nieuw gemutageniseerde Blue (Kpnl/BamHI) 
plasmide werd gesubstitueerd voor het Nsil/BamHI fragment 
in pVM2LH6gl4. Veelvuldige Nsi l linkers (New England 
Biolabs, Beverly, MA) werden gebonden op de Nsil plaats, 

3 0 teneinde het oorspronkelijke ATG in frame te brengen met de 

rest van de EHV-1 gpl4 coderende volgorde. Het uiteindelijk 

verkregen plasmide, pVM2LH6gl4-l, bevat de volgorde 

ATG/ CAT/GCA/TGC/ATT/GCT. ... coderende voor Met/His/Ala/- 

Cys/Ile/Ala , waarin GCT (Ala) is codon 35 van EHV-1 

35 gpl4 . De rest van het pVM2LH6gl4 -1 is identiek aan dat in 
pVM2LH6gl4 . 

Het vaccinia recombinant vP613 werd verkregen door 
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recombinatie met het reddend virus vP548 en het donorplas- 
mide pVM2LH6g!4 - 1 . 

Voorbeeld 3 

5 Constructie van vaccinia virus recombinanten vP633 en vP634 
die elk het paard herpesvirus gpl3 en gpl4 glycoprotexne 
tot express ie brengen. 

Teneinde vaccinia recombinanten te vormen die 
zowel gpl3 als gpl4 EHV-l glycoproteinen tot expressie 

10 brengen, werd de recombinatie uitgevoerd met VP577 of VP613 
als reddend virus en het donorplasmide pVHA6gl3 (beschreven 
in voorbeeld 1) dat het EHV-l gpl3 gen onder de controle 
van de vaccinia H6 promotor ingevoegd op de HA deletie- 
plaats van vaccinia bevat . Het invoegen van de EHV-l gpl3 

15 volgorden in recombinantvirussen werd geidentif iceerd door 
in situ SNA hybridisatie (25,28) . Recombinatie van pVHA6gl3 
met vaccinia virus recombinant vP577 {bevattende EHV-l gpl4 
in voile lengte) vormde de dubbele vaccinia virus recombi- 
nant vP633; recombinatie met vP613 (bevattende het trunca- 

20 ted EHV-l gpi4) vormde de dubbele vaccinia recombinant 
vP634. De vaccinia virus dubbele recombinanten vP633 en 
vP634 werden in plaque gekloond en de aanwezigheid van 
zowel EHV-l gpi3 als gpl4 coderende volgorden werden beves- 
tigd door DNA hybridisatieanalyse en door expressieonder- 

25 zoekingen (zie hierna) . 



Immunoprecipitatie van EHV - l gpl3 en qp!4 alvco- 
proteinen tot ex p r essie ge br a cht in vaccinia virus recombi- 
nanten. 

Ter bepaling van de EHV-l gpl3 en gpl4 glyco- 
proteinen tot expressie gebracht door vaccinia virus 
recombinanten, werden VERO cellen geinfecteerd met de 
recombinanten en eiwitten metabolisch gemerkt met 3S S- 
methionine en, zoals beschreven in voorbeeld 1, geimmun- 
oprecipiteerd. Het specif ieke monoklonale antilichaam voor 
EHV-l gp i3 (14H7) of EHV-l gpi4 (3F6) (3) werd in een 
verdunning van 1:1000 gedurende 4 uur gebonden bij kamer- 
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temperatuur . Monsters werden geanalyseerd door SDS poly- 
acrylamide gelelektrof orese op een 10 % polymeergel bij 30 
mA (constante stroom) gedurende ongeveer 6 uur. Autoradio- 
gramtnen werden gemaakt . 
5 Geen belangrijke produkten werden gelmmunoprecipi- 

teerd door het specifieke anti-EHV-1 gpl3 monoklonale 14H7 
(3) of door het specifieke anti-EHV-1 gpl4 monoklonale 3F6 
(3) uit hetzij niet geinf ecteerde VERO cellen of VERO 
cellen geinfecteerd met het controle hemagglutinine minus 

10 vaccinia virus vP452 (184) . Met EHV-l gpl3 geradiolabelde 
produkten werden neergeslagen met monoklonaal 14H7 uit VERO 
cellen geinfecteerd met vP483, een vaccinia recombinant die 
slechts het EHV-l gpl3 tot expressie brengt of de vaccinia 
virus dubbele recombinanten die zowel EHV-l gpl3 met hetzij 

15 intact gpl4 , vP633, hetzij getrunceerd gpl4 , VP634 tot 
expressie brengt. Er zijn twee produkten van ongeveer 44 en 
4 7 kDa die kunnen worden aangetoond, die enigszins kleiner 
zijn dan het voorspelde primaire translat ieprodukt (51 kDa) 
en een groter produkt van ongeveer 90 kDa dat overeenkomt 

20 met een volledig geglycosyleerde vorm van het EHV-l gpl3 
genprodukt . Het is belangrijk dat de kwaliteit en kwanti- 
teit van de expressie van EHV-l gpl3 niet wordt beinvloed 
door coexpressie van een van de vormen van EHV-l gpl4 in de 
vaccinia dubbele recombinanten vP63 3 en vP634. 

25 VERO cellen werden geinfecteerd met respectieve- 

lijk vP633, vP634, vP613 en vP577 en geimmunoprecipiteerd 
met het specifieke anti-EHV-1 gpl4 monoklonale 3F6 (3) . Met 
vP633 (bevattende gpl4 met voile lengte plus gpl3) en met 
vP577 (bevattende gpl4 met voile lengte) , werden hoofdban- 

3 0 den bij ongeveer 34, 47, 60-64 en 90 kDa waargenomen; 
terwijl met vP634 (bevattende truncated gpl4 plus gpl3) en 
met vP613 (bevattende truncated gpl4) hoofdbanden bij 34, 
47, 57, 72-82 en 1,16 kDa werden waargenomen. Ook nu weer 
werden geen significante verschillen bij de synthese van 

35 EHV-l gpl4 van elke vorm tijdens de co-expressie met EHV-l 
gpl3 waargenomen. 
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produkteh gesynthet iseerd door recombinant vaccinia virus- 
sen . 

Immunof luorescentie van met recombinant vaccinia- 
5 virus geinf ecteerde VERO cellen werd uitgevoerd op de wijze 
als beschreven in voorbeeld 1, onder toepassing van EHV-1 
gpl3 of gpl4 specif ieke monoklonale antilichamen . 

EHV-1 gpl3 kon gemakkelijk worden aangetoond op 
het oppervlak van VERO cellen geinf ecteerd met de vaccinia 

10 recombinanten vP483, vP633 en vP634 evenals intern na 
fixatie met aceton. Geen significante interne of oppervlak- 
immunoreactiviteit ten opzichte van gpl3 -specif ieke antili- 
chamen werd aangetroffen in met vP410, vP577 of vP613 
geinf ecteerde cellen. Expressie van EHV-1 gpl4 kon makke- 

15 lijk worden aangetoond in met aceton gefixeerde VERO cellen 
geinf ecteerd met de vaccinia recombinanten vP577, vP613, 
vP633 en vP634. Geen significante interne immunof luorescen- 
tie ten opzichte van gpl4 -specif ieke antilichamen werd 
gevonden bij met vP410 of vP483 geinf ecteerde cellen. Onder 

20 toepassing van gpl4 - specif ieke , monoklonale antilichamen, 
3F6, werd een zwakke oppervlak immunof luorescentie waarge- 
nomen in cellen geinf ecteerd met vP613 of vP634, die de 
truncated vorm van EHV-1 gpl4 tot expressie brengen en geen 
significante oppervlakrespons boven de controle virussen 

25 vP4l0 en vP483 werd verkregen met de recombinant vaccinia 
virussen vP577 en vP633, welke het EHV-1 gpl4 gen met voile 
lengte tot expressie brengen (zie eveneens voorbeeld 8) . 

Voorbeeld 4 

3 0 Immunisatie van. guinese biggetjes met de vaccinia recombi- 
nant vP483 . 

Ter bepaling van de immunogeniciteit van het gpl3 
paard herpes virus genprodukt tot expressie gebracht door 
de vaccinia recombinant vP483, werden guinese biggetjes 
3 5 ingeent met het virus en de aanwezigheid van serum neutra- 
liserende antilichamen tegen zowel vaccinia virus als 
runder herpesvirus werd onderzocht . 
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Men verdeelde 15 guinese biggetjes met een gewicht 
van ongeveer 4 50 gram in groepen van vijf. Een groep 
ontving 1 ml van de vaccinia recombinant (10 8 TCID 50 /ml) op 
dag 0 gevolgd door een 1 ml booster op dag 21 door subcuta- 
5 ne injectie. De tweede groep ontving overeenkomstige 
inentingen doch met vaccinia vP452 (10 8 TCID 50 /ml) . De derde 
groep werd niet gevaccineerd . Men nam voor de eerste 
vaccinatie en op de dagen 21 en 35 bloed van alle guinese 
biggetjes af. Men bereidde sera en onderzocht op de aanwe- 

10 zigheid van neutraliserende antilichamen van zowel vaccinia 
als EHV-1 (stam Kentucky) , onder toepassing van 50 TCIC S0 
virus onderzocht met varkens testiculaire cellen. 

Zoals uit tabel 1 blijkt wekt de EHV-1 gpl3 
vaccinia recombinant vP4 83 een duidelijke seroconversie bij 

15 guinese biggetjes op. Serum neutraliserende titers verkre- 
gen met vaccinia virus zijn aangegeven tussen haken in 
tabel 1. Zowel vaccinia als EHV-1 serum neutraliserende 
antilichamen kunnen 21 dagen na de eerste injectie worden 
aangetoond en een significante toename van de titer van 

20 serum neutraliserende antilichamen wordt twee weken na een 
tweede inenting van virus op dag 21 verkregen. Er wordt op 
gewezen dat de serum vaccinia neutraliserende titers 
verkregen bij guinese biggetjes die zijn ingeent met net 
recombinantvirus dat EHV-1 gpl3 tot expressie brengt 

25 significant hoger zijn (t = 7,2) dan de titers verkregen 
uit guinese biggetjes die met het vaccinia VP452 zijn 
ingeent . 
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Tabel 1: Serum neutral iserende antilichamen die aanwezig 
zijn in guinese biggetjes die zijn ingeent met hetzij een 
vaccinia recombinant die EHV-1 gpl3 tot expressie brengt of 
een controle vaccinia virus, vP4 52. 

Serum neutral iserende titer (loa^ ) op de daaen 



Entvirus 


Dier no 







o 


21 




35 






Niet-ge- 


26 


o, 


24 


(0 


,35) 








0, 


,24 


(0, 


70) 


va c c i ne e rd 


























Con t roles 


27 






(0 


,35) 








0 , 


56 


( 1 , 


05) 




28 


o 


24 


(0 


,35) 








o, 


. 80 


( 0 , 


70 ) 




29 


o 


24 


(0 


,35) 








o, 


40 


( o , 


70 ) 




30 




.24 


(0 


, 35) 








o 


,32 


(0 


, 35) 


Controle 


191 


o, 


24 


(0, 


,35) 


0, 


36 


(0,47) 


o, 


72 


(1, 


75) 


Vacciniavirus 


192 


o, 


24 


(0, 


,35) 


0, 


21 


(0, 93) 


o, 


24 


(2, 


30) 


VP4 52 


193 


o, 


24 


(0, 


,35) 


o, 


48 


(0,58) 












194 


o, 


24 


(0, 


•35) 


o, 


24 


(0, 82) 


o. 


24 


(2, 


10) 




195 


o, 


24 


(0 


,35) 
















Recombinant 


186 


o, 


24 


(0, 


35) 


o, 


48 


(1,28) 


1, 


20 


(2, 


57) 


Vaccinia- 


187 


o, 


24 


(0, 


35) 


o, 


72 


(1,63) 


1, 


68 


(2, 


57) 


virus vP483 


188 


o, 


24 


(o, 


35) 


o , 


24 


(1, 52) 


1, 


68 


(2, 


57) 




189 


o, 


24 


(0, 


35) 


o, 


36 


(1,40) 


1, 


56 


(2, 


22) 




190 


o, 


24 


(0 


,35) 


o , 


48 


(1.63) 


1 


,56 


(3 


, oo) 



Voorbeeld. 5 

Immunieatie van guinese biggetjes met de vacciniarecombi- 
nanten vP577 en vP613 . 

Guinese biggetjes werden geimmuniseerd ter beoor- 
deling van hun respons tegen EHV-1 gpl4 tot expressie 
gebracht door de vaccinia recombinanten vP577 en vP613 . 
Guinese biggetjes met een gewicht van ongeveer 4 50 gram 
ontvingen 10 s TCID 50 van vP577 of vP613 vaccinia recombinant 
via de sub-cutane weg, 1 ml op dag 0 en dag 21. Men nam op 
de dagen 0, 21 en 35 bloed van de guinese biggetjes af, 
bereidde sera en onderzocht deze op EHV-1 antilichamen. De 
neutralisatieproeven werden uitgevoerd op varkens testi- 
culaire cellen tegen 50 TCID S0 van het EHV-1 virus, stam 



9900034 



- 47 - 

Kentucky. De vaccinia antilichamen werden getitreerd met 
ELISA oncler toepassing van een anti IgG peroxydaseconju- 
gaat . 

De resultaten zijn weergegeven in tabel 2. Er werd 
5 geen serum neutraliserende werking tegen EHV-1 verkregen 
bij guinese biggetjes geimmuniseerd met de vaccinia recom- 
binant vP577 die de gehele lengte van het EHV-1 gpl4 gen 
be vat (geen gegevens vermeld) . Aan de andere kant indu- 
ceerden guinese biggetjes geent met het recombinant vacci- 

10 nia virus, vP613, een truncated EHV-1 gpl4 gen tot expres- 
sie brengend, overeenkomstige spiegels van EHV-l serum 
neutraliserende antilichamen (tabel 2) , zoals de vaccinia 
recombinant, vP483, EHV-1 gpl3 tot expressie brengend 
(tabel 1) . Hoewel EHV-1 serum neutraliserende antilichamen 

15 drie weken na de eerste infectie kunnen worden gedetec- 
teerd, wordt een signif icantere spiegel twee weken na de 
tweede immunisatie waargenomen (tabel 2) . Bij alle geimmu- 
niseerde dieren werden responsen waargenomen indien vacci- 
nia antilichamen werden onderzocht met ELISA. 

20 



Tabel 2 •. Serum neutraliserende 


ant i 1 ichamen 


aanwezig in 


guinese biggetjes ingeent met een vaccinia recombinant die 


EHV-1 gpl4 tot expressie brengt . 






Serum neutraliserende 


titer (loq in ) 


od de daaen 


Entvirus 0 


21 


15 


Recombinant vaccinia virus 0,4 


0,7 


1,3 


VP613 0,2 


0,7 


1,2 


0,2 


0,7 


1,7 


0,2 


1 , 1 


1,6 


0,2 


1 . 0 


1. 6 


Niet gevaccineerde 0,2 




0,4 


controle's 0,6 




0,4 


0,7 




0,8 


0,6 




0,2 


0 , 4 




0,4 
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Voorbeeld. 6 

Bescherming van gevaccineerde hamsters tegen provocatie met 
EHV-1. 

Ter bepaling van de doeltref f endheid van het 
5 vaccinia recombinant vP483 dat EHV-1 gpl3 tot expressie 
brengt werd aan hamsters een primaire of primaire plus 
booster vaccinatie toegediend en ze werden, tezamen met een 
niet-ingeente controlegroep of een groep die tweemaal met 
een controle vaccinia virus, vP452, waren ingeent, intrape- 

10 ritoneaal geprovoceerd met een hamster aangepaste Kentucky 
stam van EHV-1. 

Men scheidde 40 Syrische hamsters (40 dagen oud 
met een gewicht tussen 55 en 6 5 gram) in vier groepen . 
Groep A ontving een enkele, subcutane (1 ml) inenting van 

15 10 6 , 10 6 of 10* TCID S0 van de vaccinia recombinant vP483, 
vijf dieren per dosis. Groep B werd gevaccineerd met vP483 
op dag 0 gevolgd door een booster op dag 14. De (1 ml) 
primaire en booster doses werden subcutaan toegediend aan 
groepen van 5 dieren onder toepassing van 10 B , 10 s of 10* 

20 TCIC 50 . Groep C bestond uit 5 hamsters en deze dieren 
ontvingen twee sub-cutane injecties (10 8 TCIC 50 per injec- 
tie) op de dagen 0 en 14 van vaccinia vP452. Vijf hamsters 
in groep D werden als niet-gevaccineerde controles gehou- 
den. Alle hamsters ontvingen 200 LD S0 van een hamster 

25 aangepaste Kentucky stam van EHV-1 via de intraperi toneale 
weg 14 dagen na de laatste immunisatie. Overlevenden werden 
7 dagen na de provocatie geteld. 

De resultaten zijn weergegeven in tabel 3. Alle 
niet-gevaccineerde en met vaccinia vP452 virus gevaccineer- 

30 de hamsters stierven binnen 5 dagen provocatie. 
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Tabel 3 : Bescherming van hamsters gevaccineerd met vaccinia 
recombinant, EHV-1 gpl3 tot expressie brengend, tegen EHV-1 
provocatie . 

Vaccinerend virus 
Recombinant vaccinia vP483 Controle vaccinia vP4 52 Geen 

virus 

Primaire Booster Booster 
Vaccinerende 8 6 4 8 6 4 8 

dosis log 10 
TCID S0 



Hoeveelheid 4 12 5 2 0 0 

Overlevenden 5 5 5 5 5 5 5 



Significante spiegels van een bescherming tegen 
EHV-1 provocatie werden waargenomen bij hamsters die 
gevaccineerd waren met de vaccinia recombinant vP4 8 3 die 
EHV-1 gpl3 tot expressie brengt . Er werden geen significan- 
te verschillen in de beschermingsspiegels waargenomen bij 
hamsters geimmuniseerd met primaire of primaire plus 
booster doses. De beschermende dosis (PD 50 ) was gelijk PD 50 
= 6,32 log 10 voor primaire en 6,12 log 10 voor primaire plus 
booster. Desalniettemin werd een 100 %-ige bescherming 
slechts waargenomen in de groep die twee doses 10 8 TCID S0 
recombinant virus ontvingen. 

Teneinde het beschermende effect van een vaccinia 
virus recombinant die EHV-1 gpl4 alleen of in combinatie 
met EHV-1 gpl3 tot expressie brengt, werden provocatieon- 
derzoekingen op ingeente hamsters uitgevoerd. Men entte 20, 
een dag oude, Syrische hamsters met een gewicht van onge- 
veer 6 0 gram elk subcutaan in met 1 ml controle vaccinia 
virus of met recombinant vaccinia virussen vP483, vP577, 
VP613, vP633 en vP634 die EHV-1 gpl3 en/of gpl4 tot expres- 
sie brengen. De eerste vaccinatie werd gevolgd door een 
identieke vaccineringsdosis (pfu/ml (log 10 ) ) op dag 14. Alle 
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hamsters, waaronder niet ingeente controles, werden 14 
dagen na de laatste immunisatie geprovoceerd met een 
intraperitoneal injectie van 200 LD 50 van een EHV-l hamster 
geadapteerde Kentucky stam. De overlevenden van de groepen 
5 van vijf dieren werden 14 dagen na de provocatie, op welk 
moment het onderzoek werd beeindigd, berekend. De dosis 
entstof die 50 % bescherming van de hamsters geeft werd 
berekend als log l0 TCID 50 /ml entstof. 

Zoals uit tabel 4 blijkt zal de vaccinia virus 

10 recombinant vP577, die het EHV-l gpi4 gen met volledige 
lengte tot expressie brengt , de hamsters niet tegen provo- 
catie met een PD 50 berekend > 9,0 log 10 beschermen. Aan de 
) andere kant gaf het truncated EHV-l gpl4 gen, zoals door de 

vaccinia recombinant VP613 tot expressie gebracht , een 

15 goede bescherming bij provocatie (tabel 4) . De berekende 
PD 50 is wat beter (5,2) dan die verkregen met de EHV-l gpl3 
tot expressie brengende vaccinia recombinant, vP483 (6,1). 
Verrassenderwij ze gaf de co-expressie van EHV-l gpl3 en 
gpl4, zowel het gpl4 gen met volledige lengte als het 

20 truncated gpl4 gen, in respect ieveli jk de vaccinia virus 
recombinanten vP633 en vP634, een aanzienlijk betere 
beschermende werking vergeleken met die van het EHV-l 
glycoproteine dat alleen tot expressie is gebracht . De 
hoeveelheid virusentstof ter verkrijging van een 50 %-ige 

25 bescherming van de gevaccineerde hamsters daalde dus sterk 
indien EHV-l gpl3 en gpl4 samen in dezelfde vaccinia virus 
recombinant tot expressie werden gebracht . 
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Tabel 4 : Bescherming van hamsters gevaccineerd met de 
vaccinia "recombinanten, EHV-1 gpl3 en/of gpl4 tot expressie 
brengend, tegen EHV-1 provocatie. 



Entstof 


EHV-1- 
nroteinen 


Vaccinatiedosis/ 
Overlevenden 


PD 50 


VP483 
Geen 


gpl3 


8/5 
0/0 


6/2 4/0 


6,1 


VP577 
Geen 


gpl4 


8/1 
0/0 


6/0 4/0 


>9, 0 



VP613 gpl4* 8,4/5 6,4/5 4,4/1 5,2 

VP633 gpl3 + gpl4 8/5 6/3 4/4 4,3 

VP634 gpl3 + gpl4* 7,6/5 5,6/5 3,6/5 <3 , 6 

Vaccinia -- 8/0 > 9 , 0 

Geen -- 0/1 



* VP613 en vP634 brengen de truncated versie van EHV-1 gpl4 
20 tot expressie. 

Voorbeeld 7 

Constructie van vogelpokkenvirus recombinanten die het 
paard herpesvirus gpl3 glycoprotelne tot expressie brengen. 

25 Onder verwijzing nu naar figuur 8, werd pVHA6gl3 

toegepast als bron van het EHV-1 gpl3 gen. Ter isolering 
van het DNA segment dat het volledige EHV-1 gpl3 gen bevat 
werd pVHA6gl3 gedigereerd met Nrul en Hindi I I . Een fragment 
van ongeveer 1,8 Kb bevattende 28 bp van het 3' uiteinde 

3 0 van de vaccinia virus H6 promotor, het volledige EHV-1 gpl3 
gen en ongeveer 410 bp van vaccinia virusvolgorden werd 
door deze digerering gevormd. Het 1,8 Kb Nrul/Hindlll 
fragment werd geisoleerd voor het invoegen in de vogelpok- 
kenvirus invoegvectoren pFPCV2 en pCPCVl . 

3 5 De hoenderpestvirus (FP) invoegvector pFPCV2 

verschaft een drager voor de vorming van recombinanten die 
vreemde genen in een niet-essentieel gebied van het FP 
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genoom aangeduid met het f 7 gebied bevat . pFPCV2 werd 
gevormd uit pRW731.13. Het plasmide pRW731.13 bevat een FP 
genomisch Pvu II fragment van ongeveer 5,5 Kb ingevoegd 
tussen de twee Pvu II plaatsen van pUC9 . In het begin werd 
5 een veelvoudige kloningsvolgorde (MCS) gebonden aan de 
unieke Hind i invoegplaats in dit 5,5 Kb Pvu II FP genomi- 
sche fragment. De MCS werd verkregen door annealing oligo- 
nucleotiden CE4 (5' -TCGCGAGAATTCGAGCTCGGTACCGGGGAT 
CCTCTGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGTT-3 ' ) en CE5 (5'- 

1 0 AACAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTTAGAGGATCCCCGGTACCGA 

GCTCGAATTCTCGCGA- 3 ' ) . Het plasmide dat de MCS bevatte werd 
aangeduid met pCEll . 

pFeLVIA is een derivaat van de vaccinia invoegvec- 
tor pTPi5 (184) (fig. 3) , waarin het kat leukemievirus 

15 (FeLV) env gen (192) is ingevoegd in de Pst I plaats stroom- 
afwaarts van de H6 promotor. Voor het overbrengen van de 
2,4 kb expressiecassette naar een FP vector (fig. 8) werden 
de H6/FeLV env volgorden weggenomen uit pFeLVIA door 
digereren met Bal l I en partieel digereren met Pst I . De 

2 0 Bglll plaats bevindt zich op de 5' grens van de H6 promo - 
torvolgorde. De Pst I plaats is 420 bp stroomaf waarts van 
het translatie terminatiesignaal voor het FeLV envelop 
glycoproteine open afleesframe geplaatst . 

De 2,4 Kb H6/FeLV env volgorde werd ingevoegd in 

25 pCEll gedigereerd met Bam HI en PstI. Dit plasmide werd 
aangeduid met pFeLVFl . Het pFeLVFl plasmide werd daarna 
gedigereerd met Pst I ter verwijdering van de FeLV env 
volgorden. Het verkregen plasmide dat de vaccinia virus H6 
promotor in pCEll bevatte werd met pFPCVl aangeduid. De 

30 volgorden 5' tot de promotor werden gemutageniseerd (19) 
ter verwijdering van vreemde volgorden, onder toepassing 
van oligonucleotide FPCV1 ( 5 ' - CAGTAATACACGTTATTGCAGAGA 
GGACCATTCTTTATTCTATACTTAAAAAGT-3 ' ) ter verkrijging van 
pFPCVl . Het 3' gebied naar de promotor (veelvoudige klo- 

35 ningsplaats) werd gemutageniseerd met oligonucleotide FPCV3 
( 5 ' - TAGAGT CGACCTGCAGGCATCCAAGCTTGTTAACGAC - 3 ' ) ter verwij- 
dering van de Sph I plaats die een ATG bevat. Het verkregen 
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plasmide werd met pFPCV2 aangeduid. 

*Het hiervoor gedef inieerde 1,8 Kb Nru I /Hindi I I 
EHV-1 gpl3 fragment werd ingevoegd in het 8,0 Kb Nrul/ 
Hind i I I fragment, verkregen door digereren van pFPCV2 . Dit 
5 8,0 Kb Nru l / Hind i I I fragment bevatte het 5' gedeelte van de 
vaccinia virus H6 promotor (100 bp), de FP flankerende 
volgorden (4,8 Kb stroomopwaarts en 1,5 Kb stroomaf waarts 
van de invoegplaats) en 2,4 Kb pUC (BRL, Bethesda, MD) . 
Ligatie van deze twee fragment en leidde tot de vorming van 

10 een 9,8 Kb plasmide aangeduid met pFPEHV13A. 

Het plasmide pFPEHV13A werd daarna gedigereerd met 
Kpn l en Hind i 1 1 ter verwijdering van een ongeveer 6 00 bp 
fragment. Dit fragment bevatte het 3' meeste gebied van het 
EHV-1 gpl3 gen (200 bp) en het 410 bp vacciniavirus DNA 

15 segment. Het 600 bp Kpn l / Hind i 1 1 fragment werd op de 
volgende wijze vervangen door een 200 bp fragment afgeleid 
van pNSIENPN (fig. 3) . Een PstI digerering van pNSIENPN 
maakte het plasmide lineair. De Pst I eindstandige gedeelten 
werden blunt -ended door het T4 DNA polymerase (New England 

20 Biolabs, Beverly, MA) in aanwezigheid van dNTPs (0,5 mM 
elk) . Daarna werden Hind i 1 1 linkers (BRL, Bethesda, MD) 
verbonden tot het blunt -ended fragment. Na digereren met 
Hindlll werd het lineair gemaakte plasmide gedigereerd met 
Kpn l , waardoor een 200 bp fragment bevattende het 3' 

2 5 gedeelte van het EHV-1 gpl3 gen werd verkregen, waarbij de 

volgorde die overeenkomt met het terminatiecodon (TAG) en 
het TTTTTNT sequence-motief bekend staat als een vaccinia 
virus vroeg transcriptie terminatiesignaal (45) . Het 
recombinant plasmide werd aangeduid met pFPEHV13B en werd 

3 0 toegepast bij de in vitro recombinatie voor het invoegen 

van het H6 promoted EHV gpl3 gen op de f7 plaats van het FP 
genoom. Het recombinant vogelpokkenvirus werd aangeduid met 
VFP4 4. 

Onder verwijzing naar figuur 9, wordt opgemerkt 
3 5 dat pFPEHV13B eveneens werd toegepast ter verkrijging van 
een 1,4 Kb Nru l / Hind i 1 1 fragment voor het invoegen in 
pCPCVl . Het pCPCVl plasmide bevat de vaccinia virus H6 
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promotor op de unike Eco RI plaats in het 3,3 Kb PvuII 
kanariepokkenvirus (CP) genomische fragment. Dit invoeg- 
plasmide maakt het invoegen van vreemde genen op de C3 
plaats van het CP genoom mogelijk. pCPCVl werd verkregen 
5 uit pRW764.2, dat een 3,3 Kb Pvu II CP genomisch fragment 
ingevoegd in een pUC vector bevat . pRW764.2 werd lineair 
gemaakt door digereren met EcoRI. Dit fragment werd blunt - 
ended onder toepassing van het Klenow- fragment van het E. 
coli DNA polymerase (Boehringer Mannheim Biochemicals , 

10 Indianapolis, IN) in aanwezigheid van dNTPs (0,5 mM elk). 
Vaccinia virus H6 promotorvolgorden en een multipel klo- 
ningsgebied geplaatst 3 ' van de promotor werden door 
digereren met Kpn I/ Hpa l verwijderd uit pFPCVl . Dit 200 bp 
fragment werd blunt -ended met T4 DNA polymerase in de 

15 aanwezigheid van dNTPs (0,5 mM elk) en ingevoegd in het 
lineair gemaakte blunt-ended plasmide pRW764.2. Het verkre- 
gen plasmide werd aangeduid met pCPCVl . Het plasmide pCPCVl 
werd gedigereerd met Nru l en Hindi I I en het 5,8 Kb fragment 
werd geisoleerd voor binding met het hiervoor beschreven 

2 0 1,4 Kb EHV gpl3 bevat tende fragment. Het verkregen plasmide 
werd aangeduid met pCPEHVl3A. Dit plasmide werd bij in 
vitro recombinantie-experimenten toegepast voor het invoe- 
gen van het H6 promoted EHV gpl3 gen in het C3 gebied van 
het CP genoom. Het recombinant kanariepokkenvirus werd 

25 aangeduid met vCP48. 

Na de in vitro recombinatie , werd recombinant 
vogelpokkenvirus bevat tende het EHV-1 gpl3 gen geidentifi- 
ceerd met een standaard plaque hybridisatie-onderzoek . 
Posit ieve plaques werden gezuiverd door drie cycli van 

30 plaque isolatie, gevolgd door hybridisatie-analyses . 
Recombinanten werden aangeduid met respectieveli jk vFP44 en 
vCP4 8 voor FP en CP recombinanten. Beide recombinanten 
werden geanalyseerd, onder toepassing van een Protein A-B- 
galactosidase immunoscreen assay met een monoklonaal 

35 antiserum voor EHV-1 gpl3 . Uit de resultaten blijkt dat CEF 
en VERO celmonolagen geinf ecteerd met vFP44 of vCP48 het 
EHV-1 gpl3 op het oppervlak van met virus geinf ecteerde 
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cellen tot expressie brengen. 
Voorbeeld 8 

Beoordeling van extra vaccinia virus recombinant en die 
ongemodif iceerde en gemodif iceerde versies van het gen uit 
paard herpes virus-1 coderende voor glycoproteine gpl4 tot 
expressie brengen. 

Constructie en beoordeling van extra recombinant 
vaccinia virus dat EHV-l gpl4 tot expressie brengt . De EHV- 
1 gpl4 bevattende constructies (voorbeeld 2) werden op drie 
wijzen gemodif iceerd: (a) varieren van de lengte van de 
EHV-l gpl4 aanloopsequentie, (b) verwijdering van de 
overmaat EHV-l DNA 3' uit het gen en (c) invoeging van de 
gemodif iceerde versies van het EHV-l gpl4 gen in een 
vaccinia virus vP293 gastheertraject selectiesysteem (69) 
voor de beoordeling. 

Het EHV-l gpl4 genprodukt bevat een ongewoon lange 
aanloopsequentie. Een lange hydrofobe volgorde die zich 
uitstrekt over de aminozuren 58-99 wordt voorgesteld als 
signaalsequentie. Dit gebied wordt voorafgegaan door een 
lange hydrofiele volgorde. Een overeenkomst ig lange aan- 
loopsequentie werd eveneens gevonden voor twee andere gB 
homologen, pseudorabies virus gll (62) en runder herpesvi- 
rus 1 gl (63) . 

Modificatie van het 5' ui teinde van EHV-l gp!4 . 

Ter bestudering van het effect van de lengte van 
de aanloopsequentie van EHV-l gpl4 bij het verwerken, 
aanbieden en voor de immunologische werking van het gpl4 
produkt tot expressie gebracht in recombinant vaccinia 
virus, werden plasmiden die het EHV-l gpl4 gen met drie 
verschillende lengten van de aanloopsequentie geconstrueerd 
door modificeren van het vroegere EHV-l gpl4 bevattende 
constructies, hetgeen op de volgende wijzen geschiedde. 

Onder verwijzing naar figuur 10, bevat het plasmi- 
de pVM2LH6gl4 (voorbeeld 2) de volledige EHV-l gpl4 code- 
rende volgorde onder de controle van de H6 promotor inge- 
voegd in de Kopenhagen vaccinia M2L deletieplaats . In 
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pVM2LH6gl4 is aminozuurgetal 2 van het EHV-1 gpl4 gen 
eerder aanwezig als His dan het natieve Ser. Ter verande- 
ring van aminozuur 2 in Ser, werd pVM2LH6gl4 geknipt met 
Nsil (herkenningsvolgorde ATGCAT) bij codons 1-2 
5 {Met /His) . Mutagenese werd uitgevoerd (19) onder toepassing 
van het synthetische oligonucleotide MPSYN24 0 

(5' ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGTCCTCTGGTTGCCGTTCTGTC 3'). Het 
verkregen plasmide, pMP14M, bevat het volledige EHV-1 gpi4 
gen met het natieve codon (Ser) op plaats 2. 
10 Het plasmide pVM2LH6gl4 -1 (voorbeeld 2) is iden- 

tiek aan pVM2LH6gl4, behalve een truncatie van de aanloop- 
sequentie en invoering van vier codons afgeleid van synthe- 
tische Nsil linkers. In pVM2LH6gl4 - 1 is de volgorde van het 
5' truncated uiteinde van het EHV-1 gpl4 gen 
15 ATG/CAT/GCA/TGC/ATT/GCT . . . coderende voor 
Met/His/Ala/Cys/Ile/Ala. . . , waarin GCT (Ala) codon 35 is 
van EHV-1 gpl4. pVM2LH6gl4-l werd gemodif iceerd door 
mutagenese (19) op twee manieren. Ter verkrijging van een 
versie van het gpl4 gen truncated in ongeveer dezelfde mate 
20 als pVM2LH6gl4-l / doch nauwkeuriger benaderende de natieve 
gpl4 volgorde, werd pVM2LH6gl4-l geknipt met Nsi l bij de 
codons 1-2. Mutagenese werd uitgevoerd onder toepassing 
van het synthetische oligonucleotide MPSYN24 1 . 
( 5 ' ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGAGTGTCCCAGCAGCTGGCTCCTGGATC 3 ' ) 
25 Ir i het verkregen plasmide, pMP14M-34 begint de 

EHV-1 gpl4 coderende volgorde met ATG/AGT/GTC/CCA. . . 
Met/Ser/Val/Pro. . . , waarin CCA (Pro) aminozuur 36 van EHV-1 
gpl4 is. Het EHV-1 gpl4 gen bevat een Nae l plaats (GCCGGC) 
bij de codons 61 - 63 (Lys/Pro/Ala) . Ter verkrijging van 
30 een meer uitgesproken truncated versie van het EHV-1 gpl4 
gen, werd pVM2LH6gl4 -1 lineair gemaakt met Nael, gevolgd 
door digereren met Nsi l en isolatie van vectorf ragment uit 
een agarosegel. Mutagenese werd uitgevoerd onder toepassing 
van synthetisch oligonucleotide MPSYN243 
3 5 ( 5 ' ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGCATCATCGAGGGTGGGCACAATAGTT 3 ' ) 
In het verkregen plasmide, pMPl4M-63, begint de 
EHV-l gpi4 coderende volgorde met ATG/GCA. . . Mer/Ala . . . , 
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waarin GCA (Ala) aminozuur 63 van net natieve EHV-l gpl4 
is. 



Verwiiderinq van vreemd EHV-l DNA. 
5 In alle, hiervoor besproken, EHV-l gpl4 bevattende 

plasmiden werden de EHV-gpl4 coderende volgorden gevolgd 
door ongeveer 1200 bp EHV-l DNA. Het terminat iecodon (TAA) 
voor het gpl4 gen treedt op in een Dra l plaats (TTTAAA) . 
Ter verwijdering van overmaat EHV-l DNA werd pMP14M-63 

10 onderworpen aan partieele Dra l digerering, gevolgd door 
isolatie van lineair DNA uit een agarosegel en digereren 
met Pst I, dat knipt bij de verbinding van EHV-l DNA en de 
stroomafwaarts gelegen vaccinia flankerende arm. Een 6,5 Kb 
Dra l/ Pst I DNA band werd geisoleerd uit een agarosegel. 

15 Synthetische oligonucleotiden MPSYN24 7 

(5' AAATTTTTGTTAACTCGAGCTGCA 3') en MPSYN24 8 

(5' GCTCGAGTTAACAAAAATTT 3') werden annealed en verbonden 
met het 6 , 5 Kb fragment. In het verkregen plasmide, pMP14M- 
63P, werden de EHV-l gpl4 coderende volgorden onmiddellijk 
2 0 gevolgd door een volgorde die terminat ie van vroege vacci- 
nia transcriptie (45) specif iceert , gevolgd door een 
polylinkergebied (bevattende Hpa l , Xho l . Pst I restrict ie- 
plaatsen) en de linker vaccinia flankerende arm verkregen 
uit Hind lll M. 

25 

Invoeaina van het H6 promo tor /EHV-l gp !4 gen in 
een pHES/vP293 selectiesysteem. 

In alle hiervoor besproken EHV-l gpl4 bevattende 
plasmiden bevindt het EHV-l gpl4 gen zich dnder de controle 
30 van <ie vaccinia H6 promotor ingevoegd in het M2L deletiege- 
bied van de Kopenhaagse stam van het vaccinia virus . 
Aangezien de M2L invoegingsplaats binnen een groter gebied 
van het genoom is geplaatst dan kan worden deleted (69) , 
werd de herplaatsing van de H6 promotor /EHV-l gpl4 expres- 
35 siecassette naar een potentieel stabielere invoegplaats 
onderzocht . Als voorbereidende stap werden EHV-l gpl4 
constructies die verschillende lengten van de aanloopse- 
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quentie bevatten verplaatst naar het op WR pHES/vP293- 
gebaseerde gastheertraject-selectiesysteem (69) teneinde 
een snelle vorming van vaccinia recombinanten voor een 
vergelijkend onderzoek mogelijk te maken . 
5 Plasmide pHES-4 bevat de vaccinia H6 promotor, 

gevolgd door een polylinkergebied en het K1L humaan gast- 
heertrajectgen (70) , alle ingevoegd tussen WR vaccinia 
armen die een 21,7 Kb deletie (69) flankeren. pHES-4 bevat 
twee Nrul plaatsen, een in de H6 promotor en een in de 

10 flankerende vaccinia volgorden. pHES-4 werd door partieel 
digereren met Nru l lineair gemaakt en de band die lineair 
DNA met voile lengte bevatte werd uit een agarosegel 
geisoleerd. Dit lineaire DNA werd op de Xhol plaats in het 
polylinkergebied geknipt . pMP14M-63P bevat twee Nru l 

15 plaatsen, een in de H6 promotor en de andere in EHV-l gpl4 
coderende volgorden, 0,2 Kb van het 3' uiteinde van het 
gen. pMP14M-63P werd lineair gemaakt met Nrul, gevolgd door 
digereren met Xhol. Een 2,8 Kb Nrul (partieel) / Xho l frag- 
ment werd uit een agarosegel geisoleerd. Dit fragment bevat 

2 0 een gedeelte van de H6 promotor, gevolgd door de vorm van 

het gemodif iceerde EHV-l gpl4 gen bevattende de kortste 
versie van de aanloopsequent ie . Het 2,8 Kb H6 promotor/EHV- 
1 gpl4 bevattende fragment afgeleid van pMP14-63P werd 
verbonden met het Nru l ( part iele) /Xhol vectorf ragment 
25 afgeleid van pHES-4 . Het verkregen plasmide, pHES-MP63, 
bevat de H6 promotor /EHV-l gpi4 gencassette, zonder vreemd 
EHV-l DNA. Voor de overdracht van de H6 promotor/RHV-l gpl4 
5' uiteinden bevattende de voile lengte of matig truncated 
aanloopsequenties, werden de plasmiden pMPl4M en pMP14M-34 

3 0 geknipt met Nru l en respectieveli jk de 2,8 Kb en 2,7 Kb 

banden geisoleerd uit agarosegelen . pHES-MP63 werd onder- 
worpen aan partiele Nru l digerering en een 7,2 Kb fragment 
werd geisoleerd uit een agarosegel. Het 7,2 Kb vectorf rag- 
ment komt overeen met pHES-MP63, waaruit het 2,6 Kb Nru l 
3 5 fragment bevattende het H6 promotor/EHV- 1 gpi4 5' uiteinde 
was verwijderd. Het 7,2 Kb Nrul (partieel) vectorf ragment 
afgeleid van pHES-MP63 werd verbonden met het 2,8 Kb Nru l 
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fragment uit pMP14M, onder vorming van pHES-MPl. Het 7 , 2 Kb 
Nrul (partiele) vectorf ragment afkomstig van pHES-MP63 werd 
eveneens verbonden met het 2,7 Kb Nrul fragment uit pMP14M- 
34, onder vorming van pHES-MP34 . De kloneringsstappen die 
5 leiden tot de vorming van de plasmiden pHES-MP63, pHES-MPl 
en pHES-MP34 zijn schematisch weergegeven in figuur 10. 

De plasmiden pHES-MPl, pHES-MP34 en pHES-MP63 
werden toegepast als donorplasmiden voor recombinatie met 
vP2 93 (69) , onder vorming van respectieveli jk de recombi- 
10 nant vaccinia virussen vP753, VP765 en vP721. Recombinant 
nakomelingschap werd geselecteerd met humane MRC-5 cellen. 

^ Beoordelina van de op v P2 93 -oebaseerde vaccinia 

virus recombinanten die het RHV-1 apl4 aen tot expressie 
15 brengen . 

Ter bepaling of de drie vormen van het EHV-1 gpl4 
genprodukt tot expressie gebracht in recombinant vaccinia 
virussen vP753, vP765 en vP721 aanwezig waren op het 
oppervlak van geinf ecteerde cellen, werden VERO celmonola- 

20 gen geinfecteerd met de drie EHV-1 gpl4 -bevattende recombi- 
nant vaccinia virussen. De geinf ecteerde celmonolagen 
werden geanalyseerd op oppervlak -immunof luorescent ie onder 
toepassing van het EHV-1 gpl4 -specif ieke monoklonale 
antilichaam 3F6 . Oppervlakimmunof luorescent ie was positief 

25 voor cellen geinfecteerd met alle drie vaccinia virale 
- ) recombinanten vP753, vP765 en vP721. Dit wijst er op dat 

goed trafficking van het EHV-1 gpl4 genprodukt in met 
vaccinia geinf ecteerde cellen niet wordt beinvloed door 
variatie van de lengte van de aanloopsequence . 

3 0 Ter vergelijking van de EHV-1 gpl4 genprodukt en 

tot expressie gebracht door de drie EHV-1 gpl4 -bevattende 
vaccinia virusrecombinanten , werden MRC-5 cellen geinfec- 
teerd met vP753, vp765 en vP721 en eiwitten werden metabo- 
lisch gelabeld met 35 S-methionine . Immunoprecipitaties 

35 werden uitgevoerd met de geradiolabelde cellysaten onder 
toepassing van EHV-1 gpl4 - specif iek monoklonaal antilichaam 
3F6 . 
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Gelmmunoprecipiteerde eiwitten uit cellen geinfec- 
teerd met vP753 , vP765 en vP721 kunnen niet van elkaar 
worden onderscheiden en zijn equivalent aan de eiwitten die 
zijn geimmunoprecipiteerd uit vP613, de EHV-1 gpl4-bevat- 
tende vaccinia recombinant gevormd uit plasmide pVM2LH6gl4- 
1. Uit deze resultaten blijkt dat de variaties in de lengte 
van de EHV-1 gpl4 aanloopsequentie onderzocht in deze 
recombinanten noch verbeteren, noch invloed uitoefenen op 
het goed verwerken van het eindprodukt . 

Ter beoordeling van de beschermende doeltref f end- 
heid van recombinant vaccinia virus dat de verschillende 
vormen van EHV-1 gpi4 tot expressie brengt , werden hamsters 
ingeent met varierende doses vP753, vP765 en vP721 en 
geprovoceerd met de EHV-1 hamster aangepaste Kentucky stam. 
Alle drie EHV-l gpl4 -bevattende vaccinia recombinanten 
waren beschermend, met een log 10 pd so van 6,2 of beter. 
Verschillen wat betreft de bescherming onder de drie 
vaccinia virus recombinanten zijn statistisch niet signi- 
ficant . 

In tegenstellijng met vP577, vertoonde een volgen- 
de vaccinia virus recombinant die eveneens was verkregen 
door recombinatie van pVM2LH6gl4 en vP458 een identiek EHV- 
1 gpl4 immunoprecipitatiepatroon met dat van vP613, vP753, 
VP765 en vP721, en, evenals deze EHV-1 gpl4 tot expressie 
brengende recombinant vaccinia virus, bracht het EHV-1 gpi4 
eiwit op het oppervlak van geinf ecteerde cellen tot expres- 
sie . 

De hiervoor vermelde gegevens doen veronderstellen 
dat het EHV-1 gpi4 tot expressie gebracht in vaccinia virus 
recombinant vP577, onvolkomen is en dat het defect waar- 
schijnlijk optrad tijdens de recombinatie tussen het 
donorplasmide pVM2LH6gl4 en het vaccinia virus vP458 . 

Voorbeeld 9 

De nucleotidevolgorde van drie nieuwe genen uit paard 
herpesvirus type 1 en expressie in vaccinia virus recombi- 
nanten. 
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Ter identif icatie en isolatie van net EHV-1 gen 
coderende voor gpl7/l8 alvorens het tot expressie te 
brengen in een vaccinia recombinant virus, werd het groot- 
ste gedeelte van het U s gebied van het EHV-1 genoom sequen- 
5 ced en de verschillende open af leesf rame ' s aangetroffen in 
dit DNA fragment werden tot expressie gebracht . Drie nieuwe 
EHV-1 genen gecodeerd door het S bestanddeel werden gelden- 
tificeerd en geanalyseerd : EHV-1 gD dat bij sequentie 
homologie met de produkten van de HSV gD en PRV gp50 genen 

10 vertoonde, EHV-1 gp63 dat homologie met de produkten van de 
HSV US 7 en PRV gp6 3 genen vertoonde en EHV-1 gE dat homolo- 
gie met de produkten van de HSV gE en PRV genen vertoonde. 
Alle drie genen, individueel of tezamen, werden gekloneerd 
in een gastheertraj ect select iesysteem van de Kopenhagen 

15 vaccinia stam voor snelle expressieonderzoekingen . Uit 
immunof luorescentie verkregen met een anti-EHV-l konijn 
serum bleek de expressie van EHV-1 specif ieke produkten. 

Kloneren van het EHV-1 BamHI D fragment. 

20 Zoals het EHV-l gpl7/l8 gen werd gelokaliseerd op 

het S bestanddeel van het EHV-1 genoom (3) , werd het BamHI 
D fragment, dat het grootste gedeelte van het U s gebied 
(59) vertegenwoordigt , geisoleerd en gekloneerd. EHV-1 
genomisch DNA van de Kentucky D stam werd gedigereerd met 

25 Bam HI . Het 11,0 Kb BamH I D fragment werd geisoleerd uit 
agarosegel (Geneclean, BiolOl, Inc., La Jolla, CA) en 
gekloneerd in plasmide pIBI24 als plasmide pEHVBamHID. Een 
restrictiemap van dit fragment werd opgesteld (figuur 11) . 

3 0 Identif icatie van DNA volgorden coderende EHV-1 

gD, gp63 en gE . 

Nucleotidesequentiewaarden voor beide strengen 
werden verkregen uit verschillende sub-klonen van het Bam HI 
D fragment dat gesubkloneerd was in pIBI24, zoals is 

3 5 beschreven in voorbeeld 1. Volgorden van de verbindingen 
tussen opeenvolgende fragmenten werden onderzocht op de 
beginkloon pEHVBamHID. Het PC/GENE software package (Intel-' 
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ligenetics Inc., Mountain View, CA) werd toegepast bij alle 
sequentiewaardenanalyses . 



DNA seauentieanalyse van de EHV-l gD, qd63 en aE 

5 genen. 

De DNA volgordeanalyse van het 64 02 bp gebied 
sequenced van het BamH I D fragment (dat het grootste 
gedeelte van het unieke, korte gebied vertegenwoordigt ) 
openbaart het voorkomen van ten minste drie volledige open 

10 afleesframes die alle van dezelfde streng aflezen. Deze 
volgorde is weergegeven in figuur 12 als de van rechts 5' 
naar 3' streng. De basissamenstelling is 50,44 % G + C. 

Het eerste open afleesframe (ORF1) loopt van de 
nucleotideplaatsen 971 tot 2176. Vermeende transcript ionele 

15 regulerende signalen werden aangetroffen in het gebied van 
5' tot de meest waarschi jnli jke ATG initiatiecodon op 
plaats 971. Een TATA box met de volgende TATATTAA (nucleo- 
tiden 871 tot 878) was 60 nucleotiden stroomaf waarts van 
een vermeende CAT box op de plaatsen 811 - 817 met de 

20 volgorde TGACAAT geplaatst . Geen polyadenyleringssignaal 
(AATAAA) werd stroomaf waarts van de TAA terminat iecodon 
(nucleotiden 2177 tot 2179) aangetroffen. Zeven van de tien 
nucleotiden in de volgorde 5' TCCCTTCGCC 3' (nucleotiden 
890 tot 899) waren complementair aan de 18S ribosomale RNA 

2 5 volgorde 3' AGGAAGGCGT 5' (61) en kunnen dienen als de 

ribosoombindingsplaats . Een scanningmodel is voorgesteld 
waarmee eukaryot ische mRNAs translatie initieert (151) . De 
belangrijkste regel van dit model is dat ribosomen binden 
aan het 5' uiteinde van het mRNA en lineair het mRNA 

3 0 molecuul scannen. Binding aan de translatie-init iatie is 

gewoonlijk bij het eerste 5' proximale ATG codon, hoewel 
uit zonderingen zijn waargenomen (152) . Een purine op de -3- 
plaats is essentieel voor translatie-initiering en de 
translatie wordt gestimuleerd door C op de plaatsen -1 en 
3 5 -2 wanneer de rest van de volgorde sub-optimaal is (155) . 
De volgordecontext rondom het voorgestelde initiatiecodon 
AGCATGT (nucleotiden 968 tot 974) kwalificeert zich als een 
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functionele volgordecontext voor de translatie-initiering 
van euka'ryotisch mRNA. Er zijn twee andere mogelijke ATG 
initieringscodons respect ieveli jk aanwezig op de plaatsen 
989 tot 991 en 992 tot 994. De samenhang van deze twee 
codons CTTATGATGG kwalif iceert zich niet als functioneel 
voor translatie-initiatie. Het EHV-1 ORF1 codeert voor 402 
aminozuren met een berekend molecuulgewicht van 4 523 9 
dalton. 

Analyse van de EHV-1 ORF1 eiw i tstructuur . 

Analyse van de aminozuurvolgorde leverde een 
aantal aspecten gemeen met de met membraan geassocieerde 
glycoproteinen op. Het gebied dat zich uitstrekt van de 
aminozuren 1 tot 2 6 had een kenmerkend hydrof obiciteitspro- 
fiel en is voorgesteld als de signaalvolgorde . Een hydro- 
foob gebied bestaande uit 24 aminozuren (de aminozuren 351- 
374) is voorspeld te functioneren als een transmembraan 
ankergebied. Er zijn vier Asn-X-Thr/Ser (waarin X elk 
aminozuur, behalve proline, kan zijn) plaatsen voor poten- 
tiele, met N-verbonden, glycosylering (157) . Het hydrofobi- 
citeitsprof iel van de EHV-1 0RF1 aminozuurvolgorde is 
weergegeven in figuur 13. De kenmerken van een membraan 
overspannend glycoproteine waaronder signaal- en ankerele- 
menten zijn duidelijk gedef inieerd . Van de twee meest 
hydrof obe gebieden bij het N- en dichtbij het C-eindstandi- 
ge gedeelte wordt voorspeld dat ze respect ieveli jk de 
signaalvolgorde en het transmembraan overspannend gebied 
van het glycoproteinemolecuul weergeven. 

Veraeliikinq van de EHV-1 ORF 1 aminozuurvolgorde 
met andere herpesvirusalvcoproteinen. 

Vergelijking van de aminozuursamenstelling van het 
vermoedelijke EHV-1 ORF1 eiwit duidt op een significante 
homologie met glycoproteinen van andere herpesvirus sen . Zo 
komt het EHV-1 ORF1 proteine overeen met PRV gp5 0 (95) en 
HSV-1 gD (79, 160) . 

Het tweede open afleesframe (ORF2) strekt zich 
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uit van de nucleotideplaatsen 2287 tot 3525. Geen veronder- 
stelde transcriptionele regulerende signalen werden in het 
gebied 5' tot het ATG initiatiecodon op plaats 2287 aange- 
troffen. Geen AATAAA polyadenyleringssignaal werd stroomaf- 
waarts van het TGA terminat iecodon (de nucleotiden 3526 - 
3528) gevonden, doch twee potentiele YGTGTTYY polyadenyle- 
ringssignalen (180) zijn stroomaf waarts van dit terminatie- 
codon bij ongeveer 4 0 en 70 bp aangetrof f en . Het volgorde- 
verband rondom het voorgestelde ini t ieringscodon GCTATGG 
komt overeen met de regels van Kozak (151, 155) . Er zijn 
ten minste twee andere mogelijke ATG initieringscodons op 
de plaatsen 2305 - 2307 en 2332 tot 2334, doch het volgor- 
deverband van deze twee codons (GGGATGT en TCTATGG) kwali- 
ficeert niet als functioneel voor translatie- initiatie . Het 
EHV-l ORF2 codeert een polypeptide met 413 aminozuren met 
een berekend molecuulgewicht van 45431 dalton. 

Analyse van de EHV-l ORF2 <*.i w i tstruri-.m.v 
Analyse van de aminozuurvolgorde biedt een aantal 
aspecten die gewoon zijn voor de met membraan geassocieerde 
glycoproteinen. Een gebied. dat zich uitstrekt van de 
aminozuren l tot 22 had een kenmerkend hydrof obici teitspro- 
fiel en dit wordt voorgesteld als de signaalvolgorde 
(hoewel de computerscore voor de veronderstelde splitsings- 
plaats gering was) . Een hydrofoob gebied bestaande uit 32 
aminozuren (de plaatsen 315-346) functioneert volgens 
voorspellingen als een transmembraan-ankergebied . Er zijn 
zeven Asn-X-Thr/Ser plaatsen voor potentiele N-gebonden 
glycosylering. Een hydrof obiciteitsgraf iek van de EHV-l 
0RF2 aminozuurvolgorde is weergegeven in figuur 14. De 
kenmerken van een membraan overspannend glycoproteine 
waaronder signaal- en ankerelementen zijn duidelijk gedefi- 
nieerd. De twee meest hydrof obe gebieden bij het N-eind- 
standige gedeelte en dichtbij het C-eindstandige gedeelte 
geven volgens voorspellingen respectievelijk de signaal- 
volgorde en het transmembraan overspannende gebied van het 
glycoproteinemolecuul aan. 
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Verqelijkina van de EHV-1 ORF2 a minozuurvolgorde 
met andere herpesvirus g lvcoproteinen. 

Uit een vergelijking van de aminozuursamenstelling 
van het EHV-1 ORF2 bleek de significante homologie met 
glycoprotexnen van andere herpesvirussen. Zo is het EHV-1 
ORF2 eiwit homoloog met PRV gp63 (80), VZV gpIV (181) en 
HSV-l US 7 (79) . 

Het derde open afleesframe (ORF3) strekt zich uit 
van de nucleotideplaatsen 3796 tot 5451. Vermoedeli jke 
transcriptionaal regulerende signalen werden aangetroffen 
in het gebied van 5' tot het ATG initiatiecodon op plaats 
3796. Een TATA box met de GTTTAAA volgorde (de nucleotiden 
3705 - 3711) was 50 nucleotiden stroomaf waarts van een 
vermoedeli jke CAT box op de plaatsen 3 64 9 - 3 654 met de 
GCAATG volgorde geplaatst . Geen evident polyadenylerings- 
signaal werd stroomaf waarts van het TGA terminatiecodon (de 
nucleotiden 5452 - 5454) aangetroffen. Het volgordeverband 
rondom het voorgestelde initiatiecodon ACAATGG komt overeen 
met de regels van Kozak (151, 155) . Het EHV-1 ORF3 codeert 
voor een polypeptide met 552 aminozuren met een berekend 
molecuulgewicht van 614 93 dalton. 

Analyse van de EHV -1 QRF3 eiwitstructuur . 

Uit analyse van de aminozuurvolgorde blijkt een 
aantal aspecten die gemeenschappeli j k met de membraan- 
geassocieerde glycoproteinen te zijn. Een gebied dat zich 
uitstrekt van de aminozuren 1-23 had een kenmerkend hydro- 
f obiciteitsprof iel en is voorgesteld als signaalvolgorde . 
Een hydrofoob gebied bestaande uit 38 aminozuren (de 
plaatsen 404-437) functioneert volgens voorspellingen als 
een transmembraan-ankergebied . Er zijn vijf Asn-X-Thr/Ser 
plaatsen voor potent iele, met N-gebonden glycosylering . Een 
hydrofobiciteitsgraf iek van de EHV-1 ORF3 aminozuurvolgorde 
is weergegeven in figuur 15. De kenmerken van een membraan 
overspannend glycoproteine waaronder signaal- en ankerele- 
menten zijn duidelijk gedef inieerd. Van de twee meest 
hydrofobe gebieden bij het N- en dichtbij het C-eindstandi- 
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ge gedeelte is voorspeld dat ze respectieveli j k de signaal- 
volgorde en het transmembraan overspannend gebied van het 
glycoproteinemolecuul weergeven. 

5 Verqelijkinq van de EHV-1 ORF3 aminozuurvolanr^ 

met andere herpesvirus alv coproteinen . 

Uit een vergelijking van de aminozuursamenstelling 
van het EHV-l ORF3 proteine blijkt een significante homolo- 
gie met de glycoproteinen van andere herpesvirussen . Zo is 
10 het EHV-l ORF3 eiwit homoloog met PRV gl (80) , VZV gE (181) 
en HSV-1 gE (79) . 

Constructie van een op Kopenhacre n vaccinia virus 
qebaseerd gastheertraiect-selec tiesvsteem. 
15 Een op Kopenhagen vaccinia virus gebaseerd 

gastheertraject-selectiesysteem analoog aan het WR pHES/- 
vP293 gastheertraject-selectiesysteem (69) werd geconstru- 
eerd. 

De Kopenhagen vaccinia virusdeletiemutant vP6 68 is 
20 deleted voor 12 genen uit het Hindlll C - Hindlll K gebied, 
waaronder beide humane gastheertra j ectgenen KIL (70) en 
C7L, een gen dat behoort tot Hind lll C. 

vP668 is niet in staat om op humane MRC-5 cellen 
te groeien. Leden van de COPCS plasmide serie bevatten het 

2 5 C7L gen zonder flankerende vaccinia armen, waardoor recom- 

binatie met vP668 en herstel van het vermogen van het virus 
om op MRC-5 cellen te groeien wordt hersteld . ■ Het vermogen 
van de recombinant vaccinia nakomenschap gevormd door 
recombinatie onder toepassing van het VP668/COPCS gastheer- 
30 traject-selectiesysteem om een plaque te vormen op humane 
MRC-5 cellen verschaft een methode voor snelle identifica- 
tie van deze recombinanten . Plasmide pCOPCS657 bevat de 
synthetische H6 vaccinia promotor gevolgd door een polylin- 
ker kloneringsgebied voor het invoegen van vreemde genen. 

3 5 Het polylinkergebied wordt gevolgd door stopcodons en een 

vaccinia transcriptionaal terminat iesignaal (45) . 
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Kloneren van het E HV-l oD gen tot pCOPCS657 . 
*Onder verwijzing naar figuur 16, werd het plasmide 
pEHVBamHID gedigereerd met Hindi 1 1 en een 124 0 bp Hindi 1 1 
DNA fragment bevattende EHV-l gD werd geisoleerd uit een 
agarosegel (Geneclean, BiolO, Inc., La Jolla, CA) en 
hersteld onder toepassing van het Klenow fragment van DNA 
polymerase. Het herstelde fragment werd daarna gebonden aan 
plasmide pCOPCS6 57 gedigereerd met Sma l ■ Het verkregen 
plasmide, pJCA006 had het ATG init iatiecodon ongeveer 10 bp 
van de H6 promotor {figuur 16) . 

Kloneren van het EHV-l op 6 3 gen tot PCO PCS657. 
Plasmide pEHVBamHID werd gedigereerd met Hindlll, 
EcoRI en PvuII en het 13 0 0 bp Hindi 1 1 -PvuII DNA fragment 
dat EHV-l gp63 bevatte werd geisoleerd uit een agarosegel 
en hersteld met Klenow. Het herstelde fragment werd daarna 
verbonden met het plasmide pCOPCS657 gedigereerd met Smal . 
Het verkregen plasmide met EHV-l gp63 in de juiste orienta- 
tie ten opzichte van de H6 promotor werd met pJCA008 
(figuur 16) aangeduid. 

Kloneren van het EHV-l oE aen t ot PCOPCS657. 

Plasmide pEHVBamHID werd gedigereerd met Aatll en 
Apa l en een 26 3 0 bp AatII-Ap_aI DNA fragment bevattende EHV- 
1 gE werd geisoleerd uit een agarosegel en hersteld met 
Klenow. Het herstelde fragment werd daarna gevoegd in het 
plasmide pCOPCS657 gedigereerd met Sma l . Het verkregen 
plasmide met het EHV-l gE gen in de juiste orientatie ten 
opzichte van de H6 promotor werd aangeduid met pJCA0 07 
(figuur 16) . 

Klonen van het EHV-l gD- gp63 fragment in 
PC0PCS6 5 7 . 

Onder verwijzing naar figuur 17, werd het plasmide 
pEHVBamHID gedigereerd met Eco RI en Pvu II en het 183 2 bp 
Eco RI - Pvu II DNA fragment (A) werd uit een agarosegel 
geisoleerd. Plasmide pJCA006 werd gedigereerd met Clal en 
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EcoRI en het 1450 bp Clal-EcoRI DNA fragment (B) werd 
gelsoleerd uit een agarosegel. Plasmide pCOPCS657 werd 
gedigereerd met Cla l en Sma l en het 3700 bp Cla l- Sma l DNA 
fragment (C) werd geisoleerd uit een agarosegel. De frag- 
5 menten A, B en . C werden daarna samen gekoppeld en het 
verkregen plasmide werd aangeduid met pJCA009 (figuur 17) . 

Kloneren van het EHV- l aD-a D 53-aE fragment in 

PCOPCS657. 

0 Het plasmide pEHVBamHID werd gedigereerd met Eco RI 

en SacII en het 4240 bp EcoRI -Sad I DNA fragment (D) werd 
uit een agarosegel geisoleerd. Daarna werd fragment D 
gekoppeld aan fragmenten B en C (zie hiervoor) onder 
additie van dNTPs ter verzekering van het herstel van de 

5 binding SacII-Smal . Het verkregen plasmide werd aangeduid 
met pJCAOlO (figuur 17) . 



Constructie van de recombinant vaccinia virussen 

VP773, VP803, VP809. vP 810 en vP822 die de EHV-l U open 
afieesframe' s tot expressie brenaen . 

Teneinde snel de expressie van de hiervoor be- 
schreven EHV-l open afieesframe's na te gaan, werd een 
aantal vaccinia recombinant virussen geconstrueerd onder 
toepassing van het COPCS gastheertraject-selectiesysteem. 
De drie open afieesframe's geidentif iceerd uit de sequence 
analyse werden afzonderlijk of tezamen C'dubbel" en "drie- 
voudig") in plasmide pCOPCS657 (figuren 16, 17) gekloneerd. 
De verkregen plasmiden werden daarna toegepast voor recom- 
binatie met vaccinia recombinant vP668 als reddend virus. 
De verschillende recombinant vaccinia virussen uit deze 
recombinaties zijn weergegeven in tabel 5. 

Vaccinia recombinant VP773 werd verkregen bij 
recombinatie uitgevoerd met het donorplasmide pJCA006 dat 
het EHV-l gD gen bevatte . Vaccinia recombinant vP822 werd 
verkregen door recombinatie uitgevoerd met donorplasmide 
p JCAO 0 8 bevattende het EHV-l gp63 gen. Vaccinia recombinant 
VP803 werd verkregen bij recombinatie uitgevoerd met het 
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donorplasmide pJCA007 bevattende het EHV-1 gE gen. Vaccinia 
recombinant vP8 09 werd verkregen door recombinatie uitge- 
voerd met het donorplasmide pJCA00 9 bevattende het EHV-l 
gD-gp63 fragment en vaccinia recombinant vP810 werd verkre- 
gen door recombinatie uitgevoerd met het donorplasmide 
pJCAOlO bevattende het EHV-1 gD-gp63-gE fragment (tabel 5) . 

Immunof luorescentieanalvse van EHV-1 ORF1 (gD) . 

QRF2 (QP63) en ORF3 (aE) produkten cresvnthetiseerd door 

enkelvoudioe of veelvoudiae recombinant vaccinia virussen. 

Immunof luorescentie van met recombinant vaccinia 
virus geinfecteerd VERO en MRC-5 cellen werd uitgevoerd op 
de wijze zoals beschreven in voorbeeld 1, onder toepassing 
van anti-EHV-l specifiek polyklonaal koni jnenserum R5935 
(1:200) (tabel 6) . 

Tabel 5: Aanduiding van vaccinia virus recombinanten die 
EHV-1 gD, Ge en gp63 genen tot expressie brengen . 




Reddend virus 

vP668 
VP668 
VP668 
vP668 
VP668 



Recombinant 

VP773 
VP803 
vP822 
VP809 
VP810 
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Tabel 6 : " Immunof luorescent ie van met recombinant vaccinia 
virus geinf ecteerde cellen uitgevoerd onder toepassing van 
anti-EHV-1 konijn serum R5935. 

5 

EHV-1 recombinant 

gD 
gp63 

10 gE 

gD-gp63 
gD-gp63 -gE 



intern 

positief 

positief 

negatief 

positief 

positief 



oppervlak 

negatief 

negatief 

negatief 

negatief 

negatief 



Voorbeeld 10 

Immunologische beoordeling bij muizen en varkens van 
pseudorabiesvirua glycoproteinen gpll, gpIII en gp50, 
individueel of in coaibinatie met vaccina virus recombinan- 
ten tot expressie gebracht. 

De Kopenhagenstam van vaccinia virus en de deriva- 
ten vP410, vP425 en vP458 (184) daarvan werden bij dit 
voorbeeld toegepast . 

Kloneren van de PRV gen coderend gpll, ctpIII en 

qp50 . 

PRV NIA 3 virus (182) werd gekweekt op NIL 2 celcul- 
tuur (183). Celafval werd verwijderd uit de bovenstaande 
vloeistof door 30 minuten te centrif ugeren bij 3000 g. De 
virusdeelt jes werden gezuiverd door 6 0 minuten te centrif u- 
geren door een 40 (gew./vol.) %-ig sucrosekussen bij 
40.000 omwentelingen per minuut in een 45 Ti Beckman rotor 
gevolgd door een discontinue 30-50 (gew./vol.) %-ige 
sucrosegradient (SW25 Beckman rotor bij 23.000 opm . gedu- 
rende 5 uur) . Bandvormige virusdeelt jes werden verzameld, 
verdund met TNE buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,8, 150 mM NaCl 
en 10 mM EDTA) en 1 uur bij 3 0.000 opm. in een SW4 0 Beckman 
rotor omgezet in een persstukje. Het virale persstukje werd 
weer gesuspendeerd in TE buffer (50 mM Tris-HCl pH 7,8, 10 
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raM'EDTA) en gelyseerd door toevoegen van natriumdodecylsul- 
faat tot* een eindconcentratie van 0,5 % (gew./vol.) en 
proteinase K tot 100 mg/ml . Na 2 uur incuberen bij 37°C 
werd het lysaat eenmaal geextraheerd met een mengsel van 
fenol en chloroform (1:1) en eenmaal met een mengsel van 
chloroform en isoamylalkohol (24:1). Het DNA werd neerge- 
slagen met ethanol en weer opgelost in water. Na een 
volledige digerering met BamHI werden de fragmenten ge- 
kloond in de BamHI plaats van pBR322 dat vooraf was behan- 
deld met kalfsdarm alkalische fosfatase (CIAP) . Het liga- 
tiemengsel werd toegepast voor de transf ormatie van de 
competente E. coli stain NM522 (20) . 

Onder verwijzing naar de figuren 18 en 19, is de 
DNA volgorde coderende het gpll gen aanwezig in het BamHI 
fragment 1 en de Sail I subf ragmenten lA en IB van het PRV 
genoom (62, 94). Het plasmide aangeduid met pPR9.25 bevat- 
tende het PRV BamH I fragment 1 ingevoegd op de BamHI plaats 
van pBR322 werd gedigereerd met Ncol. Het verkregen DNA 
gedigereerde produkt werd gef ractioneerd over een 0,8 % 
agarosegel en een 6,2 Kb Ncol DNA fragment werd gezuiverd 
onder toepassing van de Gene Clean™ procedure (BiolOl, Inc. 
La Jolla, CA) en daarna ingevoegd in de Ncol plaats van 
pBR3 2 8 (Boehringer Mannheim Biochemicals , Indianapolis, IN) 
behandeld met CIAP. Het verkregen plasmide pPR2,15 werd 
gedigereerd met Sph I en gef ractioneerd met een agarosegel. 
De 2,7 en 1,8 Kb fragmenten werden gezuiverd en ingevoegd 
op de SphI plaats van gef osf ataseerde pUC18 ter vorming van 
de plasmiden pPRl en pPR2 (fig. 18) en in de M13 faag. De 
nucleotidevolgorde werd op de hiervoor beschreven wijze 
bepaald. Uit DNA sequence analyse bleek dat een open af- 
lees frame van 2742 bp coderende voor 913 aminozuren aanwe- 
zig was. Zoals verwacht werd een significante aminozuurho- 
mologie met HSV-1 gB waargenomen (62) . Ter vergemakkelij - 
king van de beschrijving van de kloningshandelingen voor de 
expressie van PRV gpll in vaccinia virusvectoren, is de DNA 
volgorde van het PRV gpll open afleesframe plus extra 5' en 
3' niet- coderende volgorden weergegeven in figuur 19. 
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Onder verwijzing naar de figuren 2 0 en 21 wordt 
opgemerkt, dat de DNA volgorde coderende het PRV glycopro- 
tein gpIII aanwezig is in de Bam HI fragmenten 2 en 9 van 
het PRV genoom (96). Het plasmide pPR9,9 bevattende het 
5 BamHI fragment 2 ingevoegd op de Bam HI plaats van pBR322 
(fig. 20) werd gedigereerd met BamH I en Sph I . Het plasmide 
pPR7,5 bevattende het Bam HI fragment 9 ingevoegd op de 
BamHI plaats van pBR322 werd gedigereerd met Nco l en Bam HI , 
Het DNA verkregen bij beide digereringen werd gefractio- 
10 neerd over een agarosegel . Het 2,3 5 Kb Sph I - Bam HI fragment 
en het 1,1 Kb Ncol -BamHI fragment werden gezuiverd en 
gekoppeld met de Eco RI- Sph I plaatsen van gef osf ataseerd 
IBI25 (fig. 20) onder toepassing van een Nco I-r Eco RI gefos- 
foryleerde linker MRS YN2 1 /MRS YN2 2 
15 Ncol EcoRI 

MRSYN21 5' CATGGGTCTGCAGTCG 3' 
MRSYN22 3' CCAGACGTCAGCTTAA 5' 

Een plasmide aangeduid met pPRl7 werd gelsoleerd, 

20 dat een 3450 bp Sph I - Nco l fragment waaronder het volledige 
PRV gpIII gen (fig. 20) bevatte. De nucleotidevolgorde werd 
verkregen uit dubbelstrengs plasmide matrijzen gedenatu- 
reerd met alkali en uit enkelstrengs matrijzen na kloneren 
in de M13 faag. De DNA sequence analyse leverde een open 

25 afleesframe van 1440 bp coderende 479 aminozuren op (fig. 
21) . Significante homologie met HSV gC, werd waargenomen 
zoals hiervoor reeds werd vermeld (96) . 

Onder verwijzing naar de figuren 22 en 23 wordt 
opgemerkt, dat de DNA volgorde coderende het PRV glycopro- 

3 0 teine gp50 aanwezig is in het Bam HI fragment 7 van het PRV 
genoom (95). Plasmide pPR7 . l (fig. 22), bevattende het PRV 
BamHI fragment 7 ingevoegd op de Bam HI plaats van pBR322 
werd gedigereerd met StuI en Ndel en behandeld met Mung 
beannuclease . Het 1,7 Kb fragment werd gezuiverd uit een 

3 5 agarosegel en ingevoegd op de Hind i plaats van gef osf ata- 
seerd IBI25. Dit plasmide, pPR22, (fig. 22) bevat het 
volledige PRV gp50 gen. Bepaling van de nucleotidevolgorde 
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levert een 1215 bp open afleesframe coderende voor 404 
aminozuren (fig. 23) op. Er werd een significante homologie 
met het HSV-1 gD waargenomen, zoals hiervoor reeds werd 
vermeld (95) . 

Kloneren van de P P V aenen coderende gpTI, gpIII en 
crp5 0 in vaccinia virus j nvoecrdonornlasmiden . 

Het 1060 bp PRV Sph l- Nhe l fragment uit pPRl (fig. 
18A) werd geisoleerd uit een agarosegel en ingevoegd op de 
BamHI- Sph I plaatsen van pIBI25 na behandeling met CIAP 
onder toepassing van een BamHI-Nhel gef osf oryleerde linker 
MRSYN1 /MRSYN2 

BamH I Nhel 
MRSYN1 5' GATCCATTCCATGGTTG 3' 
MRSYN2 3' GTAAGGTACCAACGATC 5' 

ter vorming van het plasmide pPR6 (fig. 18A) . 

pPR6 werd gedigereerd met Hindi 1 1 en Apal en 
behandeld met CIAP. De Apal plaats is 32 bp stroomaf waarts 
van het ATG init iatiecodon van PRV gpll (fig- 19) aanwezig. 
Een dubbelstrengs DNA fragment werd verkregen door annea- 
ling het paar synthetisch gef osf oryleerde oligonucleotiden 
MRSYN3/M [RSYN4 . Dit fragment bevat DNA specif icerende de 
vaccinia H6 promotor uit de EcoRV plaats via het ATG 
(onderstreept) , onmiddellijk gevolgd door PRV gpll coderen- 
de volgorden. 

HindHIEcoRV ^E^ 1 
MRSYN 5' AGCTTGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGCCCGCTGGTGGCGGTC- 

TTTGGCGCGGGCC 3 ' 
MYSYN4 3 ' ACTATAGGCAATTCAAACATAGCATTACGGGCGACCACCGCCAGAAA- 

CCGCGC 5 ' 

Het synthetische DNA werd gekoppeld aan het 3 92 0 
bp Hindi II -Apal fragment afgeleid van pPR6 ter verkrijging 
van het plasmide pPR9 (fig. 18A) . 

Het plasmide pPR9 werd gedigereerd met BamHI en 
Nhel. behandeld met CIAP en gekoppeld onder toepassing van 
een gef osf oryleerde BamHI-SphI linker. 
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Sph I BamH I 

MRSYN7 5' CCCAGATCTCCTTG 3' 

MRSYN8 3' GTACGGGTCTAGAGGAACCTAG 5' 
tot een 1640 bp Sph l- Nhe l fragment verkregen uit pPRl 
vormend het plasmide pPR12 (figuren 18A, 18B) . 

Het 1030 bp Hind i - Sph I fragment uit pPR2 (fig. 
18A) werd geisoleerd uit een agarosegel en ingevoegd op de 
HincII-Sphl plaatsen van gef osf ataseerde pUC18 . Het verkre- 
gen plasmide pPRlO werd gedigereerd met Hind i I I en Nael en 
behandeld met CIAP . De Nae l plaats bevindt zich 44 bp 
stroomopwaarts van het TAG terminat iecodon (fig. 19) . Een 
dubbelstrengs DNA fragment verkregen door annealing het 
paar gef osf oryleerde synthetische oligonucleot iden MRSYN9/- 
MRSYN10 

Nael Snail I Hind i II 

MRSYN9 5 ' GGCACTACCAGCGCCTCGAGAGCGAGGACCCCGACGCCCTGTAGAA- 

TTTTTAT CGGCCGA 3 ' 

MRSYN10 3' CCGTGATGGTCGCGGAGCTCTCGCTCCTGGGGCTGCGGGACATCT- 

TAAAAATAGCCGGCTTCGA 5 ' 
werd gekoppeld aan het 3720 bp Nae l- Hind lll fragment, 
afgeleid van pPRlO, ter vorming van het plasmide pPRll . 

De onderstreepte volgorden komen overeen met het 
PRV gpll terminat iecodon en met een vaccinia vroeg trans- 
cript ieterminatiesignaal (45) . Het 770 bp Sph l- Hinc II 
fragment uit pPR2 werd gezuiverd uit een agarosegel en 
ingevoegd onder toepassing van een Bam HI - Sph I gef osf ory- 
leerde linker ( MRSYN7 /MRS YN8 ) op de BamHI - Hind i plaatsen 
van met CIAP behandeld pPRll ter vorming van pPRl3 (figuren 
18A, 18B) . Plasmide pPRl2 gedigereerd met Eco RI en Sph I en 
behandeld met CIAP werd gekoppeld onder toepassing van een 
gefosforyleerde HindIII-E£pRI linker (MRSYN1 9/MRSYN20 ) 

Hind i I I Eco RI 
MRSYN19 5' AGCTTCTGCAGCCATGGCGATCGG 3' 
MRSYN2 0 3' AGACGTCGGTACCGCTAGCCTTAA 5' 

tot een 990 bp Hindi I I -SphI geisoleerd fragment afgeleid 
van pPRi3, ter vorming van het plasmide pPRlS (fig. 18B) . 

Het met Hind lll- Eco RV gedigereerde 2780 bp frag- 
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ment uit pPR15 werd behandeld met Mung beannuclease, 
gezuiverd" uit een agarosegel en ingevoegd in plasmide pTP15 
(184) (fig. 3), dat was gedigereerd met Xmalll-EcoRV, Mung 
beannuclease en CIAP ter vorming van plasmide pPR18 (fig. 
5 18B) . In pPR18 is PRV gpll gekoppeld met de synthetische 
vaccinia H6 promotor op de vaccinia hemagglutinin deletie- 
plaats. Dit plasmide werd door transfectie gebracht in met 
vaccinia virus geinf ecteerde cellen, ter vorming van de 
vaccinia recombinanten vP534, VP644, vP621 en vP692 bevat- 
10 tende het PRV gpll gen (zie hierna) . 

Het PRV gpIII gen werd gemanipuleerd teneinde het 
tot expressie te brengen onder de controle van de vroege 
vacciniavirus promotor, ft, (zie hierna) aanwezig in het 
vaccinia Hind i I I B fragment. Onder toepassing van plaats- 
15 specif ieke mutagenese, werd een Nsi l plaats ingevoerd door 
verandering van de volgorde CGC (basen 192-194) (fig. 21) 
in PRV gpll I tot ATG en een Xba l plaats werd ingevoerd door 
wijziging van de volgorde GTGACGT in TTCTAGA (basen 1632- 
163 8) (fig. 21) . Hiertoe werd dit enkelstrengs DNA gevormd 
20 uit plasmide pPR17 onder toepassing van een helperfaag 
R408 (Stratagene, La Jolla, CA) (185) . De plaatsgerichte 
mutagenese werd uitgevoerd onder toepassing van twee 
gezuiverde, gef osf oryleerde , synthetische oligonucleotiden 
MRSYN5 en MRSYN6 . 
25 Nsil 

MRSYN 5' GCGAGCGAGGCCATGCATCGTGCGAATGGCCCC 3' 

Xba l 

MRSYN 5' GGGGGGACGCGCGGGTCTAGAAGGCCCCGCCTGGCGG 3' 

en selectie op E. coli dut ung stam CJ236 (IBI, New Haven, 

30 CT) (17, 186) . 

Deze mutaties vormden plasmide pPR2 8- Plasmide 
pPR2 8 werd gedigereerd met Nsi l en Xba l en behandeld met 
Mung beannuclease. Een 1440 bp fragment werd gezuiverd uit 
een agarosegel en ingevoegd op de Bal ll- Hpa l plaatsen van 

35 pSD478VC (figuren 20, 24) na behandeling met Mung beannu- 
clease en CIAP. Plasmide pPR24 werd via transfectie ge- 
bracht in met vaccinia virus geinf ecteerde cellen ter 
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vorming van vaccinia virus recombinanten vP6 04, vP644 , 
vP691 en vP692 bevattende het PRV gpIII gen (zie hierna) . 

PRV gp50 werd gemanipuleerd teneinde dit tot 
expressie te brengen onder de controle van een vroege/in- 
termediaire vaccinia virus promotor, I3L (187) . Onder 
toepassing van plaats -specif ieke mutagenese, werd een Nsil 
plaats ingevoerd door verandering van de volgorde 
CCTGCCAGCGC (basen 177-187) (fig. 23) in gp50 tot 
ATGCATTTAAT en een BgJLII plaats werd ingevoerd door veran- 
dering van de volgorde CCTCCGCAGTACCGG bij de basen 1404- 
1418 (fig. 23) in AATTTTTATAGATCT . Eerder beschreven 
methoden (17, 185, 186) van mutagenese werden toegepast ter 
verkrijging van plasmide pPR29 uit pPR22 onder toepassing 
van gezuiverde, gef osf oryleerde , synthetische oligonucleo- 
tiden MRSYN12 en MRSYN13 (fig. 22) . 

Nsi l 

MRSYN12 5' GGTTCCCATACACTCAATGCATTTAATCATGCTGCTCGCAGCGC 3' 

MRSYN13 5' GCAGCCCGGTCCGTAGAATTTTTATAGATCTCGTCGATGAT- 

GATGGT 3 ' 

pPR29 werd gedigereerd met Nsil, behandeld met 
Mung beannuclease en gedeeltelijk gedigereerd met BgJLII ter 
vorming van een 1290 bp fragment. Plasmide pMPl3PP (figuren 
22, 25) werd gedigereerd met EcoRI , behandeld met Mung 
beannuclease en daarna met Bam HI , ter verkrijging van een 
14 0 bp fragment bevattende de vaccinia I3L promotor. De 
12 90 en 14 0 bp fragmenten werden gezuiverd uit agarosegelen 
en gekoppeld aan de gef osf ataseerde Ball I plaats van 
pMP4 0 9DVC (figuren 4, 22) . Het verkregen plasmide, pPR2 6, 
werd toegepast in recombinatie ter verkrijging van de 
vaccinia virus recombinanten VP591, VP621, vP691 en vP692 
bevattende het gp50 gen (zie hierna) . 

Constructie van vaccinia re combinan te n die indivi- 
dueel of in combinaties d P . PRV qlvcoproteinen croll. qpIII 
en gp50 tot expressie brenaen , 

Ter bepaling van de immunogeniciteit en de rela- 
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tieve bijdrage van de drie PRV glycoprotelnen (gpll, gplll 
en gp50)" voor de bescherming van geimmuniseerde dieren 
tegen virulente PRV provocatie, werd een reeks vaccinia 
recombinanten geconstrueerd die de drie PRV glycoprotelnen 
alleen of in combinatie tot expressie brengen. 

Onder verwijzing naar figuur 24 werd het recombi- 
nant vaccinia virus, vP533, dat het /3-galactosidasegen tot 
expressie brengt, op de volgende wijze verkregen: Een 1 Kb 
gebied binnen vaccinia Hindi I I fragment B overspannend de 
Sai l F/I verbinding van het Kopenhagen genoom bevat DNA 
homologie met het hemorrhagische (pi) gen van koepokkenvirus 
(188) , zoals bepaald met Southern blot analysis (189) . Het 
pi gen codeert een polypeptide met overeenkomst met serine - 
proteaseremmers en is biologisch verantwoordeli jk voor 
hemorrhagische pokkenvorming door het virus op het chorio- 
allantoische membraan. De DNA volgorde van het Kopenhagen 
genoom laat zien dat het pi gen-equivalent veelvuldige 
f rame.shiftmutaties bevatte en biologisch niet functioneel 
was. Plasmide pSD419VC (184) (fig. 24) bevat het linker 
gedeelte van het pt gebied. Plasmide pSD422VC, dat het 
Kopenhagen Sai l fragment I gekloond in pUC8 bevat, bevat de 
rest van het pi gebied. Ter verwijdering van ongewenste 
vaccinia volgorden naar het linker gedeelte, werd pSD419VC 
gedigereerd met Nco l en Smal, blunt-ehded met het Klenow 
fragment van E. coli polymerase en weer gekoppeld, hetgeen 
plasmide pSD476VC (fig. 24) gaf . Plasmide pSD422VC werd 
gedigereerd met Hp_al en Nrul en een ongeveer 0,3 Kb frag- 
ment onmiddellijk rechts van het pi gebied geplaatst werd 
geisoleerd uit een agarosegel. Dit fragment werd gekoppeld 
aan pSD476VC geknipt met Hind i (dat Sail plaatsen her- 
kent) , hetgeen leidde tot plasmide pSD477VC. Teneinde /?- 
galactosidase tot expressie te brengen onder controle van 
het Kopenhagen vaccinia pi promotor gebied, werden syntheti- 
sche oligonucleotiden 22mer/20mer bereid. De volgorde van 
22mer/20mer met de aangegeven restrictieplaatsen en het ATG 
initiatiecodon onderstreept is als volgt : 
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Cla l Hpa l 
22mer 5' CGATTACTATGAAGGATCCGTT 3' 
2 0mer 3' TAATGATACTTCCTAGGCAA 5'. 

Het annealed 22mer/20mer mengsel werd gekoppeld 
aan pSD477VC gedigereerd met Cla l en Hind i, hetgeen leidde 
tot het nieuwe plasraide pSD479VC (fig. 24). Een 3,1 Kb 
BamHI fragment bevattende de E. coli 0-galactosidase 
coderende volgorden uit pMC1871 (34) zonder ini tiatiecodon 
en promotor werd gekoppeld aan pSD479VC geknipt met BamH I . 
Het verkregen plasmide dat het lacZ gen in de juiste 
orient at ie onder controle van de Kopenhagen \i promotor 
bevatte werd aangeduid met pSD479VCBG. Dit invoegdonorplas- 
mide werd gere combine erd in vaccinia virus vP4lO (184) . Een 
recombinant vaccinia virus werd geident if iceerd op basis 
van blauwe plaque- vorming in aanwezigheid van het chromoge- 
ne substraat X-gal (9, 24) , plaque gekloond en aangeduid 
met VP533 (fig. 24) . 

Ter vorming van een vectorplasmide voor het 
invoegen van vreemde genen, werden synthetische oligonucle- 
otiden 42mer/40mer bereid. 

Clal Bglll Sac I Sma l Xho l Bam HI Hpa l 

4 2mer 5' CGATTACTAGATCTGAGCTCCCCGGGCTCGAGGGGATCCGTT 3' 
4 0mer 3' TAATGATCTAGACTCGAGGGGCCCGAGCTCCCCTAGGCAA 5'. 
Het annealed 42mer/4 0mer mengsel werd verknoopt met 
PSD4 77VC geknipt met Cla l en Hind i, hetgeen leidde tot het 
nieuwe plasmide pSD478VC (fig. 24). Dit plasmide bevat 
ongeveer 0,3 Kb vaccinia volgorden aan elke kant van het 
multiklonerende gebied dat volledig het fi coderende gebied 
van de Kopenhagen stam van vaccinia vervangt . pSD4 7 8VC werd 
toegepast ter vorming van pPR24 (fig. 20) bevattende PRV 
gpIII coderende volgorden en vaccinia recombinanten vP6 04, 
VP644, vP691 en vP692. 

Onder verwijzing naar figuur 25 wordt opgemerkt 
dat plasmide pMP419 een 850 bp BamHI fragment uit vaccinia 
Hindi I I fragment I bevattende de I3L promotor ingevoegd op 
de BamHI plaats van pUC8 (fig. 25) bevat. Het I3L promotor - 
element correspondeert met DNA volgorden stroomopwaarts van 
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het I3L open afleesframe in het vaccinia Hind i I I fragment I 
(187) en werd eerder toegepast voor het tot expressie 
brengen van vreemde genen in vaccinia virus recombinanten 
{27, 190) . pMP419 werd lineair gemaakt op de unieke Cla l 

5 plaats in met I3L coderende volgorden en onderworpen aan 
Bal 31 digerering gevolgd door digerering met Eco RI en 
blunt -ending door behandeling met het Klenow fragment van 
E ■ coli polymerase. Het verkregen plasmide, pMP419-5, (fig. 
25), bevat de I3L promotorvolgorden stroomopwaarts van 

0 nucleotide 8 gekoppeld aan een Eco RI plaats. Het promoter - 
element werd afgescheiden als een Eco RI- Msp I fragment uit 
PMP419-5 en ingevoegd bij met EcoRI -Clal gedigereerd 
PUC13C, een pUCl3 derivaat bevattende een Cla l linker op de 
Smal plaats. Het verkregen plasmide pMP13PP (fig. 22, 25) 

5 bevat de I3L promotorvolgorden van plaats -126 via plaats - 
8 gevolgd door een Eco RI plaats op plaats -8. 

PRV gp50 aangezet door de vaccinia I3L promotor 
werd ingevoegd in de M2L deletie plasmidevector pMP409DVC 
(fig. 4), leidende tot pPR2 6 (fig. 22). pPR26 werd toege- 

0 past ter vorming van de vaccinia recombinanten vP59l, vP621 
en vP691 en vP692 . 

Isolatie van recom binant vaccinia virussen. 
Recombinant vaccinia virussen die de PRV genen 
5 bevat ten werden op de hiervoor beschreven wijze geidentifi- 
ceerd en gezuiverd. Recombinant vaccinia virussen die de 
drie PRV glycoproteinen gpll, gpIII en gp50 alleen of in 
combinatie tot expressie brengen, zijn vermeld in tabel 7. 
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Tabel 7 : Benoeming van vaccinia virus recombinanten die 
de PRV glycoproteinen gpll, gpIII en gp50 tot expressie 



brengen . 








Recombinant 


Ouder 


Donorplasmide 


PRV glycoproteinen 


5 vP534 


VP4 25 


pPR18 


gll 


VP591 


vP458 


pPR26 


g P 5 0 


VP604 


VP533 


pPR24 


gill 


VP621 


vP534 


pPR26 


gll + gp50 


VP644 


VP6 04 


pPR18 


gll + gill 


10 vP691 


VP604 


pPR26 


gill + gp50 


vP692 


vP644 


pPR2 6 


gll + gill + gp50 



In vitro beoordelina van de PRV g lycoproteinen tot 
15 expressie gebracht door vaccinia virus recombinanten. 

De PRV glycoproteinen gpll, gpIII en gp50 zijn 
typische glycoproteinen geassocieerd met de membraanacht ige 
structuur van met PRV geinf ecteerde cellen en zijn boven- 
dien bestanddelen van het virus. Anti-gpII, anti-gpIII en 
20 anti-gp50 specifieke, monoklonale antilichamen gevolgd door 
fluoresceine geconjugeerde geit anti-muis IgG gaven een 
krachtige immunof luorescentie op het oppervlak bij cellen 
geinfecteerd met de recombinant vaccinia virussen, doch 
niet bij met wildtype vaccinia virus geinf ecteerde cellen. 

25 

In vivo beoordeling van het immunogene potentiaal 
van PRV glycoproteinen gpll. gpIII en gp50 tot expressie 
gebracht d oor vacci nia virus recombinanten in muizen en 
varkens . 

3 0 Teneinde de relatieve immunogenic iteit van de drie 

PRV glycoproteinen tot expressie gebracht door vaccinia 
virus recombinanten te bepalen, werden muizen in het 
voetbed ingeent met 50 tot 100 fil van verschillende doses 
van de recombinant virussen. 14 dagen na de immunisatie 

35 werden de muizen geprovoceerd met 10 LD 50 van de virulente 
Kojnock stam van PRV via intraperitoneale weg. Volgens 
voorafgaande onderzoekingen werd aangetoond dat elk van de 



990003 4 



- 81 - 



PRV glycoproteinen doeltref f end te zijn bij het beschermen 
van ingeente tnuizen tegen een virulente PRV provocatie. 
Volgens een uitgebreidere reeks onderzoekingen waarbij 
gebruik gemaakt werd van meer dan 50 0 muizen, werd de 
5 werking van vaccinia recombinanten die PRV glycoproteinen 
tot expressie brengen onderzocht . Berekend werd de vaccina- 
tiedosis die in staat is 50 % van de geprovoceerde muizen 
te beschermen (PD 50 ) en de resultaten van deze onderzoekin- 
gen zijn weergegeven in tabel 8. Recombinant vaccinia virus 

10 dat individueel PRV glycoproteinen gpll, gp50 en gpIII tot 
expressie brengt geven berekende PD S0 waarden van respec- 
tievelijk 6,4, 5,4 en 5,8 (log 10 ) . Werden de glycoproteinen 
in combinatie tot expressie gebracht, dan werden de signi- 
ficant betere PD 50 waarden berekend. De vaccinia recombinant 

15 die PRV gpll plus gp50 tot expressie brengt gaf een PD S0 
waarde van 3,3, terwijl de vaccinia recombinant die PRV 
gp50 plus gpIII tot expressie brengt een vrijwel overeen- 
komstige PD S0 waarde (3,6) geeft. Duidelijk doeltref fender 
is de recombinant die de PRV glycoproteinen gpll plus gpIII 

•2 0 tot expressie brengt, waar een PD SQ van 1,5 werd verkregen . 
Co-expressie van alle drie PRV glycoproteinen gpll, gpIII 
en gp50 in een recombinant vaccinia virus geeft geen PD S0 - 
waarde die significant lager is dan die verkregen met de 
recombinant virussen die de drie PRV glycoproteinen afzon- 

2 5 derlijk tot expressie brengen. De gepotent ieerde werking 
die met de vaccinia recombinant die gpll en gpIII tot 
expressie brengt vergeleken met het vaccinia recombinant 
virus dat de genen afzonderlijk tot expressie brengt is 
overeenkomstig aan de resultaten vermeld in tabel 6 voor de 

30 co-expressie van de paard herpesvirus glycoproteinen gpl3 
en gpl4 . 
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Tabel 8 : De werking van vaccinia virus recombinanten die de 
pseudorabies virus glycoproteinen gp50, gpll en gpIII tot 
expressie brengt . 



Recombinant virus 


PRV crenen die tot expres- 


£D 50 




sie ziin aebracht 


vP534 


gpll 


6,4 


vP591 


gp50 


5,4 


vP604 


gpIII 


5,8 


vP621 


gpll + gp50 


3 , 3 


vP644 


gpll + gpIII 


1,5 


VP691 


gp50 + gpIII 


3,6 


VP6 92 


gp5 0 + gpll + gpll I 


5,1 



15 

Hoewel de muis een interessant modelsysteem voor 
de beoordeling van PRV glycoproteine immunogeniciteit kan 
geven, is het belangri j kste doelwitspecies van een PRV 
vaccin het varken. Daarom, teneinde de geldigheid van de 

2 0 recombinant vaccinia virus aanpak bij varkens te beoorde- 

len, werd het volgende onderzoek uitgevoerd. Biggetjes met 
een gewicht van ongeveer 25 kg werden intramusculair 
ingeent met 2 ml van de vaccinia recombinanten die combina- 
ties van de PRV glycoproteinen gpll, gpIII en gp50 tot 

25 expressie brengen . Het virus-entstof werd verdund in PBS. 
Vijfendertig dagen na deze inenting werden de biggetjes 
geprovoceerd met een inject ie in de neus (1 ml in elk 
neusgat) van een virulente PRV isolaat NIA3 suspensie. De 
doeltref f endheid van de vaccininatie werd beoordeeld door 

30 7 dagen na de provocatie de relatieve gewichtstoename van 
gevaccineerde en controle biggetjes te meten. De relatieve 
gewichtstoename wordt berekend als het dagelijkse, gemid- 
delde percentage gewichtstoename dat bij gevaccineerde 
biggetjes wordt waargenomen verminderd met het dagelijkse 

3 5 gemiddelde percentage gewichtstoename van niet -gevaccineer- 

de controle biggetjes. De normale gewichtstoename van 
biggetjes onder ongestoorde omstandigheden is groter dan 
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1,1 kg. Zoals uit de waarden vermeld in tabel 9 blijkt, 
wordt de" gewichtsontwikkeling gedurende de periode van 7 
dagen na PRV provocatie in sterke mate bij de gevaccineerde 
biggetjes vergroot ten opzichte van de met wildtype virus 
ingeente controle groep. Een enkele inenting met de vacci- 
nia virus recombinant en biedt een aanzienlijke bescherming 
tegen gewichtsverlies na virulente PRV provocatie. 

Tabel 9: Beoordeling van vaccinia recombinanten die combi- 
naties van de PRV glycoprotexnen gp50, gpll en gpIII in 
biggetjes tot expressie brengt . 



Ent- PVR genen die 

virus tot expressie 

ziin qebracht 

vP4 52 geen 

vP621 gpll + gp50 

vP644 gpii + gpin 

VP691 gp50 + gpIII 

vP692 . gpso + gpii + gpin 



Vaccinerende Relatieve 

dosis gewichts- 

log lf1 TCID ^ /ml toename 

10 7 ' 7 -0,31 

10 7 ' 7 2,89 

10 7 ' 7 2,15 

10 7 ' 3 1/21 

10 7 - 3 2, 67 



De beschikbaarheid van vaccinia virus recombinan- 
ten die de drie dominante PRV glycoproteinen , afzonderlijk 
of in combinatie, tot expressie brengen, bieden een aantal 
voordelen ter bestrijding van PRV infecties: (a) een 
significant voordeel is dat de recombinant vaccinia virus- 
sen als vaccinerende middelen slechts een beperkt aantal 
PRV genen tot expressie brengen, waardoor er geen te 
verwachten risico van reversie van een verzwakte PRV 
vaccinstam tot een virulente vorm is en er geen voortgezet- 
te invoering van PRV virus in het milieu is, (b) aangezien 
slechts een beperkt aantal PRV antigenen door de vaccinia 
virus recombinant PRV vaccin kandidaten tot expressie wordt 
gebracht, maakt dit de discriminat ie van gevaccineerde 
tegen natuurlijk geinf ecteerde dieren mogelijk, aangezien 
diagnostische reagentia die uit andere PRV antigenen be- 
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staan kunnen worden bereid ter verkrijging van een onder- 
scheid tussen gevaccineerde en natuurlijk geinf ecteerde 
dieren, en (c) dergelijke recombinantvaccins bruikbaar 
kunnen zijn bij het verbreken van de natuurlijke, vertikale 
5 overdracht van PRV uit varkens naar het nakomelingschap . 
Dit kan geschieden door vaccinatie van de zwangere zeug met 
een vaccinia virus recombinant die een discreet stel PRV 
glycoproteinen tot expressie brengt . Immuniteit via de 
moeder zal het nakomelingschap tegen PRV infectie bescher- 

10 men. Daarna kan het nakomelingschap worden gevaccineerd met 
een vaccinia virus recombinant die nog een andere configu- 
ratie van PRV antigenen verschillend van die welke werden 
) toegepast voor het vaccineren van de zeug tot expressie 

worden gebracht . Dit is een mogelijke weg ora door de 

15 immuniteit van de moeder te breken . Een andere benadering 
om immuniteit via de moeder aan te pakken zal het tot 
expressie brengen van de PRV glycoproteinen in welke 
combinatie dan ook in een volledig heterologe vector zijn. 
Dit kan worden uitgevoerd door de construct ie van vogelpok- 

2 0 kenvirus recombinanten die PRV glycoproteinen tot expressie 
brengen. De bruikbaarheid van vogelpokkenvirus recombinan- 
ten waarvan het natuurlijke gastheertra ject beperkt is tot 
vogelspecies , bij de vaccinatie van niet -vogelspecies , is 
aangetoond (41) . Er zijn dus twee manieren om het aspect 

2 5 van de barriere verschaft door immuniteit van de moeder 
^ aan te pakken: (1) de vectoren en (2) de constellatie van 

de antigenen die door deze vectoren tot expressie zijn ge- 
bracht . 

3 0 Voorbeeld 11 

Vogelpokkenvectoren die het pseudorabies virus glycoprote- 
in gpll tot expressie brengen. 

Men liet : kanariepokkenvirus groeien op primaire 
kuikenembryof ibroblasten (CEF) verkregen uit 10-11 dagen 
3 5 oude eieren met een embryo betrokken van SPAFAS, Inc. 
(Norwich, CT) onder de hiervoor beschreven omstandigheden 
(41, 42). Het virus werd gezuiverd van gastheercelveront- 
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reinigingen door sucrosegradientcentrif ugatie onder toepas- 
sing van "de methode beschreven door Joklik (191). Varkens- 
nier (PK-1) cellen werden betrokken van de American Type 
Culture Collection, Rockville, MD (ATCC #CL101) . 

Constructie van ee n kanariepokkenvirusrecombinant 
die het p ^gudorabj ^syirug cm IT glycoprotein tot expressie 
brenat . 

Onder verwijzing naar figuur 26, werd het plasmide 
pPR15 (fig. 18) toegepast als bron van het PRVgpII gen. Ter 
isolering van het DNA segment dat het volledige PRVgpII gen 
bevatte, werd pPR15 gedigereerd met EcoRV en Hindlll. Een 
fragment van ongeveer 2 , 8 Kb bevattende 2i bp van het 3' 
uiteinde van de vaccina virus (W) H6 promoter en het 
volledige PRVgpII gen werden bij deze digerering gevormd. 
Het 2,8 Kb EcoRV/Hindlll fragment werd geisoleerd voor 
invoeging in pFPCV2 (figuren 8, 26) . 

Het 2,8 Kb EcoRV/Hindlll fragment (hiervoor 
gedefinieerd) werd ingevoegd in het 8,0 Kb pFPCV2 fragment 
verkregen door volledig digereren met Hindi I I en partieel 
digereren met EcoRV. Koppeling van deze twee fragmenten 
leidde tot de vorming van een 10,8 Kb plasmide aangeduid 
met pFPPRVII. 

Onder verwijzing nu naar figuur 27, werd plasmide 
pFPPRVII toegepast voor de vorming van een 2,8 Kb Nrul/ 
Hind i 1 1 fragment voor invoeging in pCPCVl (fig. 9) . Het 
pCPCVl plasmide bevat de W H6 promotor op de unieke EcoRI 
plaats in het 3,3 Kb PvuII CP genomische fragment. Dit 
invoegplasmide maakt het invoegen van vreemde genen op de 
C3 plaats van het CP genoom mogelijk. Het plasmide pCPCVl 
werd gedigereerd met Nrul en Hindi 1 1 en het 5,8 Kb fragment 
werd geisoleerd voor koppeling aan het hiervoor gedefi- 
nieerde 2,8 Kb fragment. Het verkregen plasmide werd 
aangeduid met pCPPRVII. 

De dominante, selecteerbare merker E. coli xanthi- 
ne-guanine fosf or ibosyltransf erase (Ego gpt) werd ingevoegd 
in pCPPRVII als middel voor de groeiselectie van CP/PRVgpII 
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recombinanten . Voorgaande publikaties hebben het gebruik 
van Eco gp_t als een selecteerbare merker bij de vorming van 
pokkenvirusrecombinanten beschreven (193, 194). Het Eco gpt 
gen werd verkregen uit het plasmide pSV2gpt (ATCC #37145) . 
Het 670 bp Bglll/Dral fragment, bevattende het Eco gpt gen, 
werd uit dit plasmide geisoleerd en gebracht op de Bglll/ 
Smal plaats van pSD486VC. Het verkregen plasmide, pGPT-l, 
bevat het Eco gp_t gen tussen de W pi gen flankerende armen 
en onder de transcriptionele regulering van de /x promotor . 
Het plasmide pSD486VC werd op de volgende wijze verkregen 
uit P SD478VC (fig. 24). pSD478VC werd gedigereerd met EcoRl 
in het MCR, ingebracht met Klenow standaard reactie in 
aanwezigheid van dNTP (0,5 mM elk) en weer gekoppeld onder 
vorming van pSD478E VC. Dit plasmide werd gedigereerd met 
Hp_al en BamHI en annealed oligonucleotide HEM 5 
( 5 ' -GATCCGATTCTAGCT-3 ' ) en HEM 6 (5 ' -AGCTAGAATCG-3 ' ) werden 
ingevoegd ter verkrijging van pSD4 8 6VC. 

Door digereren van pGPT-l met Ncol en EcoRl komt 
een 1 , 0 Kb fragment vrij dat het Eco gp_t gen (670 bp) en de 
W m promoter (330 bp) bevatte . De Ncol en EcoRl uiteinden 
werden blunted onder toepassing van het Klenow fragment van 
d e E . coli DNA polymerase in aanwezigheid van 0,5 mM dNTPs . 
Hindlll linkers (Bethesda Research Laboratories, Bethesda, 
MD) werden toegevoegd aan het blunt-ended fragment. Het DNA 
werd gedigereerd met Hindlll en het 1,0 Kb fragment werd 
uit een agarosegel gewonnen . Dit 1,0 Kb Hind lll fragment 
werd daarna ingevoegd op de Hind lll plaats van pCPPRVII. 
Het verkregen plasmide bevattende de JEco gp_t en PRVgpII 
genen gebonden in een staart tot staartconf iguratie werd 
aangeduid met pCPPRVII gpt. Dit plasmide werd bij in vitro 
recombinatie- onder zoekingen toegepast voor invoegen op de 
C3 plaats van het CP genoora. Selectie van recombinanten die 
het E£o gpt. gen bevatten werden uitgevoerd in aanwezigheid 
van 100 fig/ml mycof enolisch zuur en de Eco gpjt -positieve 
recombinanten werden daarna onderzocht op de aanwezigheid 
van het PRVgpII gen door plaquehybridisatieanalyses . Eco 
gEt en PRV gpn positieve plaques werden gezuiverd door 
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drie. cycli van plaqueisolatie en zuivere populaties liet 
men groeien tot een hoge titer en duidde ze aan met pCP55 . 
Southern blot analyses bevestigde dat deze twee genen 
inderdaad genetisch in deze CP recombinanten waren gekop- 
5 peld. De CP recombinant werd aangeduid met VCP55 . 

Immunof luorescentie van met vCP55 gel nf ecteerde 

cellen . 

Immunof lurescentie-onderzoekingen werden uitge- 
10 voerd ter demonstrering van de cellulaire lokalisatie van 
het tot expressie gebrachte PRV gpll in met vCP55 geinf ec- 
teerde cellen. CEF of PK-1 cellen werden geent op glazen 
dekplaatjes van 22 mm in schalen van 35 mm in een hoeveel- 
heid van 5 x 10 s cellen/schaal . CEF en PK-1 cellen werden 
15 geinf ecteerd met vCP55 of het CP parentale virus. Infecties 
en incubaties voor de immunof luorescentieproef werden 
uitgevoerd op de wijze zoals beschreven in voorbeeld 1, 
onder toepassing van het monoklonale antilichaam 75N10, 1 
tot 100 verdund in PBS+ . 

2 0 De geinf ecteerde cellen werden geanalyseerd voor 

zowel interne als oppervlakexpressie . Er werd geen signifi- 
cante oppervlakexpressie van gpll waargenomen in elk 
celsysteem dat met vCP55 was geinf ecteerd . Interne expres- 
sie van het gpll genprodukt werd echter zowel in met vCP55 
25 geinfecteerde CEF cellen als PK-1 cellen aangetoond. De 
interne f luorescentiesignalen in beide celtypen werden 
gelokaliseerd in de korrels in het perinucleaire gebied van 
de geinfecteerde cellen. Uit deze resultaten blijkt dat het 
PRVgpII tot expressie gebracht door CP wordt vervoerd naar 

3 0 het golgi complex doch niet naar het plasmamembraan . Dit 

resultaat verschilt van de resultaten van met vaccinia 
virus tot expressie gebracht gpll dat is gedetecteerd op 
het oppervlak van de geinfecteerde cellen. 

3 5 Immunoprecipitatie van PRVgpII uit CEF en met PK-1 

geinfecteerde cellen. 

Expressie van het PRVgpII genprodukt door vCP55 
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werd geanalyseerd door immunoprecipitatie uit gelnf ecteerde 
cellysaten. De celmonolagen werden gelnf ecteerd met 5 
PFU/cel. Het immunoprecipitatie-onderzoek werd uitgevoerd 
op de wijze als beschreven in voorbeeld 1, onder toepassing 
5 van het raonoklonale antilichaam 75N10. 

De overheersende polypeptidespecies neergeslagen 
met konijn anti-PRV serum uit met CEF en PK-1 gelnf ecteerde 
cellen migreerden met schijnbare molecuulgewichten van 
ongeveer 120 kDa, 67 kDa en 58 kDa . Deze polypeptiden geven 

10 respect ievelijk de voorloper en proteolytisch verwerkte 
vormen van het PRVgpII gedetecteerd in met PRV geinfecteer- 
de cellen waarvan via disulf idebindingen complexen zijn 
gevormd aan (86, 101, 196). Kleine species met schijnbare 
molecuulgewichten van ongeveer 26 kDa werden eveneens 

15 waargenomen en kunnen verdere proteolytische verwerkingen 
van gpll in deze met CP/PRV recombinant geinf ecteerde 
cellen weergeven. Geen equivalente polypeptiden werden 
neergeslagen uit controle met CP virus geinf ecteerde cellen 
en niet -geinf ecteerde cellysaten. 

20 

Beschermingsonderzoekinqen . 

Het vermogen van vCP55 een beschermende immuunres- 
pons tegen levende PRV provocatie op te wekken werd bij het 
muissysteem geanalyseerd. Muizen werden in het voetbed 

25 ingeent met 50 /zl tot 100 /xl monsters die verschillende 
doses vCP55 bevatten, zoals is weergegeven in tabel 10. 
Veertien dagen na de immunisatie ontvingen de muizen 16 LD 50 
van de Kojnock stam van PRV via de intraperitoneale weg. 
Veertien dagen na de provocatie, op welk tijdstip het 

3 0 onderzoek werd afgesloten, werden de overlevenden geteld. 
Zoals blijkt uit tabel 10 beschermde inenting van muizen 
met een enkelvoudige dosis van 10 6 ' 85 TCID 50 acht van de tien 
muizen tegen een letale provocatie van PRV. De onderzochte 
lagere doses van VCP55 boden geen enkele bescherming. 

3 5 Provocatie met levend PRV veroorzaakte de dood van zeven 
van de acht niet-gevaccineerde muizen. Uit de resultaten 
vermeld in tabel 10 werd een PD50 (beschermende dosis voor 
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50 %) berekend van 10 6 - 16 voor de vCP55 recombinant. 

De werking van vCP55 als een immuniserend middel 
tegen provocatie met levend PRV werd eveneens onderzocht 
bij de doelwitspecies, het biggetje. Men verdeelde 15 
5 biggetjes met een gewicht van bijna 25 kg in drie groepen . 
De vCP55 groep en de CP parentale virusgroep ontvingen elk 
twee inentingen (2 ml gelijk aan 2 x 10 s TCID 50 ) , op de 
dagen 0 en 28, via de intramusculaire weg. Vijf biggetjes 
werden behouden als niet-gevaccineerde controles. Aan alle 

10 biggetjes werd de pathogene NIA3 stam van PRV via de 
intranasale route op dag 3 5 toegediend. De werking werd 
gevolgd door de gewichtsontwikkeling van met VCP55 gevacci- 
neerde en controle biggetjes gedurende de zeven dagen na de 
provocatie te volgen. De gewichtsontwikkeling werd berekend 

15 als Delta GMQR waarden (in kilogram) = gemiddeld GMQR % 
gevaccineerde biggetjes - gemiddeld GMQR % niet gevacci- 
neerde biggetjes. 

In de niet-gevaccineerde groep bezweken alle 
biggetjes aan de PRV virusprovocatie (twee op dag 5, twee 

20 op dag 6 en een op dag 7) . In de met wildtype virus (CP) 
ingeente groepen bezweken vier van de vijf biggetjes aan de 
provocatie (drie op dag 6 en een op dag 7) . Alle biggetjes 
in de met vCP55 gevaccineerde groep overleefden de PRV 
provocatie en gedijden. 

2 5 De significante waarden van de bescherming van 

biggetjes ingeent met vCP55 die het PRVgpII glycoproteine 
tot expressie brengt tegen levende PRV provocatie werd 
onderzocht (tabel 11) . Met vCP55 gevaccineerde dieren 
hadden een significante netto gewichtstoename gedurende de 

3 0 experimentele periode, terwijl de twee controlegroepen een 

significant gewichtsverlies gedurende de periode na de PRV 
provocatie vertoonden. Bovendien werden geen doodsgevallen 
in de met vCP55 gevaccineerde groep aangetrof f en, terwijl 
een 80 % - 100 % mortaliteitsrate bij de controlegroepen na 
3 5 provocatie met levend PRV werd gevonden. 
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Tabel 10. Werking van vCP55 bij muizen. 




Bescherming 

8/10 
0/10 
0/10 
0/10 



Tabel 11: Bescherming van gevaccineerde (vCP55) biggetjes 
tegen provocatie met PRV, zoals bepaald door het aantal 
doodsgevallen en gewichtsverlies . 

Behandelina Mortaliteit Gewichtstoename 

Niet-gevaccineerd 5/5 -2,12 

Wildtype (CP) 4/5 +0,61 

Recombinant (vCP55) 0/5 +2,51 



Voorbeeld 12 

Vaccinia recombinanten die PRV gl glycoproteinen tot 
expressie brengen. 

Bij dit voorbeeld werden het Kopenhagen stam 
vaccinia virus en daarvan afgeleide recombinanten toege- 
past . 

Klonen van het PRVcrl gen in kanariepokken en 
vaccinia virus donorplasmiden . 

Onder verwijzing naar figuur 28, werd een plasmide 
pGPI bevattende het PRVgl gen (NIA3 stam) betrokken van 
Rhone Merieux, Lyon, Frankrijk. Het gl gen ( volgorderef e- 
rentie (80) ) werd uit dit plasmide gelsoleerd en stroomaf - 
waarts van de vaccinia synthetische H6 promotor gekloneerd 
(69) . Dit geschiedde door klonen van het 2,33 0 bp Xho l- Nco l 
(partieel) fragment van pGPI in het 6.400 bp Xho l- Nco l 
fragment van pGBC2 . (pGBC2 werd gevormd door klonen van het 
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HSV2 gB gen in het 3.200 bp Bgl ll fragment van pRW764.5. 
pRW764 . 5 " werd gevormd door klonen van een 0,8 Kb PvuII 
fragment uit kanariepokken DNA in het 2.360 bp Pvul frag- 
ment van pUCl8) . Het bij deze manipulatie verkregen plasmi- 
5 de wordt met pPGI2 weergegeven. 

Het initieringscodon van de H6 promotor werd 
daarna op een lijn gebracht met het initieringscodon van 
het gl gen. Dit geschiedde door klonen van de oligonucleo- 
tiden PRVL5 

10 5' -ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGCGGCCCTTTCTGCTGCGCGCCGCGCAGCTC- 
3 ' en PRVL6 5 ' - 

CTGCGCGGCGCGCAGCAGAAAGGGCCGCATTACGATACAAACTTAACGGAT-3 ' , in 

het 5.900 bp EcoRV-AlwNI (partieel) fragment van pPGI2 . Het 

bij deze manipulatie verkregen plasmide wordt met pPGI3 
15 aangeduid. 

Daarna werden vreemde PRV gl 3'-niet coderende 

volgorden geelimineerd. Dit geschiedde door kloneren van de 

oligonucleotide^ PRVL3 5'- 

CTGGTTCCGCGATCCGGAGAAACCGGAAGTGACGA 
2 0 ATGGGCCCAACTATGGCGTGACCGCCAGCCGCCTGTTGAATGCCCGCCCCGC- 

TTAACTGC 

AGAATTCGGATCCGAGCT - 3 ' en PRVL4 5'- 
CGGAT C CGAATTCTGCAGTTAAGCGGGGC 

GGGCATTCAACAGGCGGCTGGCGGTCACGCCATAGTTGGGCCCATTCGTCAC- 

2 5 TTCCGGTT 

TCTCCGGATCGCGGAACCAGACGT-3 ' , in het 5.200 bp Sac l- Aat ll 
(partieel) fragment van pPGI3 . Het bij deze manipulatie 
ontwikkelde plasmide werd met pPGI6 aangeduid. 

Het H6 promotor gl gen werd daarna gekloond in een 

3 0 vaccinia virusdonorplasmide . Dit geschiedde door klonen van 

het 1.750 bp Nru I- Bam HI fragment van pPGI6 in het 5.000 bp 
Nru l - Bam HI fragment van pBP14 . (pBP14 bevat het runder 
leukemievirus gag gen onder de controle van de synthetische 
vaccinia H6 promotor in het vaccinia vectorplasmide pSD4 94- 
3 5 VC. pSD4 94VC is een sub-kloon van het Kopenhagen vaccinia 
virus Hind i I I A fragment, waarin de coderende volgorde van 
het vaccinia gen bevattende homologie met het koepokken ATI 
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gen (210) is vervangen door een polylinkergebied) . Dit 
plaatst net H6 promoted gl gen tussen de vaccinia virus 
(Kopenhagen) volgorden flankerende het ATI gen. Het 
plasmide ontwikkeld door deze manipulat ie wordt met pPGI7 
aangeduid . 

Het recombinant vaccinia virus vP717 werd verkre- 
gen door transfectie van pPGI7 in het vP410 geinf ecteerde 
cellen. 

Constructie van vP717. 

Het gl gen van PRV werd gekloond in een vaccinia 
virusvector. De strategie die werd toegepast voor het 
construeren van deze vaccinia virus recombinant vP717 is 
aangegeven in figuur 28. Het PRVgl gen in vP7l7 werd 
gekloond tussen de vaccinia virusvolgorden die het ATI gen 
flankeren en maakt gebruik van de vaccinia virus vroeg-laat 
promotor H6 (41, 42, 69) . 

Immunof luorescentie van het door PRV aecodeerde 
polypeptide op met vP7l7 aeinf ecteerde cellen. 

In met PRV geinf ecteerde cellen wordt gl tot 
expressie gebracht op het plasmamembraan . Uit immunof luo- 
rescentieanalyses van met vP717 geinf ecteerde cellen met 
het voor PRV gl - specif ieke monoklonale antilichaam, 4 2M17, 
blijkt dat het door PRV gecodeerde polypeptide dat in deze 
cellen wordt gevormd eveneens op het plasmamembraan tot 
expressie is gebracht. 

Beoordelinq van vP717 bii muizen. 

In vivo evaluatie van vP717 bij muizen wijst op 
enige bescherming tegen PRV provocatie (tabel 12) , onder 
toepassing van standaardmethoden . 
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Tabel 12 : Beoordeling van vaccinia virus recombinant vP7l7 
dat PRV gpl bij muizen tot expressie brengt . 

Overleving bij PRV 

provocatie 

4/10 
5/10 
0/10 
2/10 




Voorbeeld 13 

Expressie van herpes simplex virus type 2 glycoproteinen 
gB, gC en gD in vaccinia virus recombinant en, individueel 
15 of in combinaties . 

HSV2 (stam G) (American Type Culture Collection, 
Bethesda, MD) (ATCC #VR734) die in dit voorbeeld werd 
toegepast werd gekweekt in VERO cellen (ATCC #CCL81) en 
gezuiverd door centrifugeren over een sucrosegradient 
20 (197) . 



Klonen van het HSV2 gB gen in vaccinia virus 

donorplasmiden. 

De nucleotidevolgorde van het HSV2 gB gen is reeds 
25 eerder gepubliceerd (116) . Onder verwijzing naar figuur 29 
werd een 12 Kb Bql ll fragment bevattende het HSV2 gB gen 
geisoleerd uit het HSV2 (stam G) genomisch DNA en ingevoegd 
bij de Bam HI plaats van pUC19, onder vorming van het 
plasmide pJ4 . 

3 0 Het gB gen werd daarna gekloond tussen vaccinia 

virus (Kopenhagen) flankerende armen. Dit geschiedde door 
klonen van het 2.700 bp Sst ll- Sac I (partieel) fragment van 
pJ4 in het Sst ll- Sac II fragment van pMP4 09DVC3 . (pMP409DVC3 
is een derivaat van pMP409DVC (184) (fig. 4) , waarin de 

35 Bol l I plaats is vervangen door een polylinkergebied) . Dit 
plaatst het gB gen tussen de vacciniavolgorden die het M2L 
gen flankeren. Het volgens deze manipulatie gevormde 
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plasmide wordt met gGBl aangeduid. 

Daarna werd een in-frame terminatiecodon aan het 
3' uiteinde van het gB gen toegevoegd. Dit geschiedde door 
klonen van de oligonucleot iden GBL3 5 ' -CTAATAG-3 ' en GBL4 
5 5 ' -GATCCTATTAGAGCT-3 ' in het 6.300 bp BamH I- Sac I (partieel) 
fragment van pGBl . Het door deze manipulatie gevormde 
plasmide werd met pGB2 aangeduid. 

De H6 promotor werd daarna stroomopwaarts van het 
gB gen gekloond. Dit geschiedde door klonen van het 3 70 bp 
10 Bal l I fragment van pBLVH14 bevattende de H6 promotor op de 
Bglll plaats van pGB2 (pBLVH14 bevat het door H6 promoted 
runder leukemie virus envelopgen in het vaccinia HA dele- 
tiegebied) . Het door deletie gevormde plasmide wordt met 
pGB3 aangeduid. 

15 Het initiatiecodon van de H6 promotor werd daarna 

op een lijn gebracht met de initiatiecodon van het gB gen. 
Dit geschiedde door klonen van de oligonucleotiden GBLl 5'- 
ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGCGCGGGGGGGGCTTGATTTGCGCGCTGGTCGTG- 
GGGGCGCTGGTGGCCGC- 3 ' en GBL2 5'- 

2 0 GGCCACCAGCGCCCCCACGACCAGCGCGCAAATCA 

AGCCCCCCCCGCGCATTACGATACAAACTTAACGGAT- 3 ' , in het 6.3 00 bp 
Sst ll- Eco RV (partieel) fragment van pGB3 . Het door deze 
manipulatie gevormde plasmide wordt aangeduid met pGB5 . In 
plasmide pGB5 is het HSV gB gen onder de controle van de 

2 5 vaccinia H6 promotor ingevoegd op de M2L delet ieplaats van 

vaccinia. Aangezien de M2L invoegplaats aanwezig is in een 
groter gebied van het genoom dat kan worden deleted, werd 
het H6 -promoted gB gen gekloond in een andere invoegplaats 
in een ander vaccinia virus donorplasmide . Dit geschiedde 
30 door klonen van het 2.800 bp Bql ll- Bam HI fragment van pGB5 
op de Bglll plaats van pSD513VCVQ. (pSD513VCVQ is een sub- 
kloon van het Kopenhagen vaccinia virus Hindi I I J fragment 
waarin de coderende volgorde voor het thymidinekinase (TK) 
gen is vervangen door een polylinkergebied) . Dit plaatst 

3 5 het H6 -promoted gB gen tussen de vaccinia virusvolgorden 

die het TK gen flankeren. Het door deze manipulatie gevorm- 
de plasmide wordt met pGB6 aangeduid. 
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Klonen van het HS V2 aC aen in vaccinia virus 
donorplas'miden . 

De nucleotidevolgorde van het HSV2 gC gen was 
reeds eerder bepaald (117) . Onder verwijzing naar figuur 
5 30, werd een 2.900 bp Sai l fragment bevattende het HSV2 gC 
gen geisoleerd uit HSV2 (stara G) genomisch DNA en ingevoegd 
op de Sai l plaats van pIBI25 vormende het plasmide pGC3 . 

Het gC gen werd daarna gekloond tussen vaccinia 
virus (Kopenhagen) flankerende armen. Dit geschiedde door 
10 klonen van het 2.900 bp Xho I- BamH I fragment van pGC3 op de 
Xho I- Bam HI plaats van pGC2 . pGC2 werd gevormd door klonen 
van het 370 bp Bglll fragment van pBLVH14 , bevattende de 
vaccinia virus H6 promotor op de Bal l I plaats van pSD486VC. 
pSD4 86VC is een sub-kloon van het Kopenhagen vaccinia virus 
15 Hindlll B fragment, waarin de coderende volgorde van het \x. 
gen is vervangen door een polylinkergebied. Dit plaatst het 
gC gen tussen de vaccinia virusvolgorde die het \i gen 
flankeert. Het door deze manipulatie gevormde plasmide 
wordt met pGC5 aangeduid. 
20 Het initiatiecodon van de H6 promotor werd daarna 

op een lijn gebracht met het initiatiecodon van het gC gen. 
Dit geschiedde door klonen van de oligonucleotide!!, GCL1 
5 ' -ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGCCCTTGGACGGGTGGGCCTAGCCGTGGG- 
CCTGTG-3' en GCL2 

2 5 5 ' - AGGCCCACGGCTAGGCCCACCCGTCCAAGGGCCATTACGATACAAACTTAACG- 

GAT - 3 ' 

in het 5.4 000 bp Nru l- Sf i l fragment van pGC5 . Het door deze 
manipulatie gevormde plasmide wordt met pGCIO aangeduid. 

De vreemde 3 ' -niet-coderende volgorde werd daarna 

3 0 uit pGCIO verwijderd. Dit geschiedde door weer ringvormig 

maken van het met E. coli DNA polymerase I (Klenow frag- 
ment) behandelde 4.900 bp Sal l- Sma l (partieel) fragment van 
pGCIO. Het volgens deze manipulatie verkregen plasmide 
wordt met pGCll aangeduid. 
35 De extra 3'-niet coderende volgorde werd daarna 

uit pGCll verwijderd. Dit geschiedde door kloneren van het 
oligonucleotide, GCL3 5 ' -CTAGGGCC-3 ' in het 4.900 bp Xba l- 
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Apa l (partieel) fragment van pGCll. Het door deze manipula- 
tie verkregen plasmide wordt met pGC12 aangeduid. In 
plasmide pGC12 is het HSV gC gen onder de controle van de 
H6 promotor ingevoegd op de deletieplaats van vaccinia. 
Aangezien de pi invoegingsplaats geplaatst is in een groter 
gebied van het genoom dat kan worden weggedaan, werd het 
H6 -promoted gC gen daarna gekloneerd op de ATI invoegplaats 
in een vaccinia virus donorplasmide . Dit geschiedde door 
kloneren van het 1.550 bp Nru I- BamH I fragment van pGC12 in 
het 5.000 bp Nru I- BamH I fragment van pBP14 . Dit plaatst het 
H6 -promoted gC gen tussen de vaccinia virus (Kopenhagen) 
volgorden flankerende het ATI gen. Het door deze manipula- 
tie gevormde plasmide wordt met pGC13 aangeduid. 

Kloneren van het HSV2 gD gen in vaccinia virus 
donorplasmiden . 

De nucleotidevolgorde voor het HSV2 gD gen was 
reeds eerder bepaald (118) . Onder verwijzing naar figuur 31 
werd een 7,5 Kb Xba l fragment bevattende het HSV2 gD gen 
geisoleerd uit HSV2 (stam G) genomisch DNA en ingevoegd op 
de Xba l plaats van pIBI25 onder vorming van het plasmide 
pGDl . 

Het gD gen werd daarna gekloneerd stroomaf waarts 
van de H6 promotor en tussen de vaccinia virus (Kopenhagen) 
flankerende armen . Dit geschiedde door kloneren van het 
1.500 bp Dral-PstI fragment van pGDl op de Sma l- Pst I plaats 
van pTP15 (184) (fig. 3) . Dit plaatst het gD gen stroomaf- 
waarts van de H6 promotor en tussen de vaccinia virusvolg- 
orden die het HA gen flankeren. Het door deze manipulatie 
gevormde plasmide wordt met pGD2 aangeduid. 

Het initiatiecodon van de H6 promotor werd daarna 
op een lijn gebracht met de initiatiecodon van het gD gen. 
Dit geschiedde door kloneren van de oligonucleotiden, GDL1 
5 ' - ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGGGCGTTTGACCTCCGG- 3 ' en GDL2 5'- 
CGCCGGAGGTCAAACGCCCCATTACGATACAAACTTAACGGAT-3 ' , in het 
5.100 bp Eco RV- Aha ll (partieel) fragment van pGD2 . Het door 
deze manipulatie gevormde plasmide wordt met pGD5 aange- 
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duid. 

De vreemde 3'-niet coderende volgorde werd daarna 
verwijderd. Dit geschiedde door klonering van de oligonu- 
cleotiden GDL3 5'-GGCAG- 

TACCCTGGCGGCGCTGGTCATCGGCGGTATTGCGTTTTGGGTACGCCGCCGGCGC 
TCAGTGGCCCCCAAGCGCCTACGTCTCCCCCACATCCGGGATGACGACGCGCCCC- 
CCTCGCACCAGCCATTGTTTTACTAGCTGCA- 3 ' en GDL4 5' -GCTAGTAAAA- 
CAATGGCTGGTGCGAGGGGGGCGCGTCGTCATCCCGGATGTGGGGGAGACGTAGGC- 
GCTTGGGGGCCACTGAGCGCCGGCGGCGTACCCAAAACGCAATACCGCCGATGACC- 
AGCGCCGCCAGGGTACTGCC-3' , in net 4.800 bp Nael-Pstl fragment 
van pGD5. Het door deze manipulatie gevormde plasmide wordt 
met pGD7 aangeduid. 

Een extra volgorde werd daarna 5' ten opzichte van 
de H6 promotor toegevoegd. Dit geschiedde door klonering 
van het 150 bp Bglll-EcoRV fragment van pGB6 (fig. 30) in 
het 4.800 bp Bglll-EcoRV fragment van pGD7 . Het door deze 
manipulatie gevormde plasmide wordt met pGD8 aangeduid. 

constructie van recomb inant v accinia virussen. 

De strategie die werd toegepast voor het kloneren 
van de HSV2 gB, gC en gD genen in vaccinia virus is toege- 
licht in respectievelijk de figuren 29, 30 en 31. Bij alle 
construct ies wordt gebruik gemaakt van de vaccinia virus 
vroeg-laat promotor, H6 (41, 42, 184) . Elk HSV2 gen wordt 
echter op een verschillende plaats in het vaccinia virus 
genoom gekloneerd. Het H6 -promoted gB gen wordt gekloneerd 
tussen de volgorde die het M2L gen (vP569) flankeert of de 
volgorde die het TK gen (vP734, vP775 en VP776) flankeert. 
Het H6 -promoted gC gen wordt gekloneerd tussen de volgorde 
die een fx gen (vP579) flankeert of de volgorde die het ATI 
gen 8vP748, vP776 en vP777) flankeert. Het H6-promoted gD 
gen wordt gekloneerd tussen de volgorde die het HA gen 
(vP570, vP761, vP775 en vP777) flankeert. Het recombinant 
vaccinia virus vP5 6 9 werd verkregen door transfectie van 
pGB5 in met vP458 geinf ecteerde cellen. vP734 werd gevormd 
door transfectie 'van pGB6 in met vP618 geinf ecteerde 
cellen. vP579 werd verkregen door transfectie van pGCll in 
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met vP533 gelnf ecteerde cellen. vP74 8 werd gevormd door 
transfectie van pGC13 in met vP618 geinf ecteerde cellen. 
vP570 werd verkregen door transfectie van pGD5 in met vP425 
geinf ecteerde cellen. vP761 werd verkregen door transfectie 
5 van pGD8 in met vP618 geinf ecteerde cellen. 

vP425 is een variant van het wildtype vaccinia 
virus (Kopenhagen) waaruit het TK gen is deleted en het HA 
gen is vervangen door /8-galactosidase (voorbeeld 1) (184). 
vP458 is een variant van het wildtype vaccinia virus 
10 waaruit het TK gen is deleted en het M2L gen is vervangen 
door 0-galactosidase (voorbeeld 2) . vP533 is een variant 
van het wildtype vaccinia virus waaruit het TK gen is 
) deleted en het /z gen is vervangen door /3-galactosidase . 

vP618 is een variant van het wildtype vaccinia virus 
15 waaruit TK, /x en ATI genen is verwijderd. 

Eveneens werden recombinant vaccinia virus bevat - 
tende twee HSV2 glycoproteine genen geconstrueerd . vP775 
bevat de gB en gD genen, vP776 bevat de gB en gC genen en 
vP777 bevat de gC en gD genen. vP775 werd gevormd door 
20 transfectie van pGD8 in met vP734 geinf ecteerde cellen. 
vP776 werd verkregen door transfectie van pGC13 in met 
vP734 geinf ecteerde cellen. vP777 werd verkregen door 
transfectie van pGD8 in met vP748 geinf ecteerde cellen. 

Eveneens werd een recombinant vaccinia virus dat 

2 5 drie HSV2 glycoproteine genen bevat geconstrueerd. vP812 

bevat de gB, gC en gD genen van HSV-2. vP812 werd gevormd 
door transfectie van pGD8 in met vP776 geinf ecteerde 
cellen . 

3 0 Immunofluorescentie van HSV2 glvcoproteinen in met 

recombinant vaccinia virus geinf ec teerde cellen. 

In met HSV2 geinf ecteerde cellen, werden gB, gC en 
gD (evenals andere door HSV2 gecodeerde glycoproteinen) tot 
expressie gebracht op het plasmamembraan . Immunof luorescen- 
3 5 tie-onderzoekingen uitgevoerd op cellen geinf ecteerd met de 
recombinant vaccinia virussen die HSV2 bevatten genen geven 
aan dat de HSV2 polypeptiden die in de cellen geinfecteerd 
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met deze recombinant vaccinia virussen worden gevormd 
eveneens op het plasmamembraan tot expressie worden ge- 
bracht . 

5 Immunoprecipitatie van HSV2 qlvcoproteinen in met 

recombinant vaccinia virus geinf ect ee rd e cellen. 

Het HSV2 gB glycoproteine gevormd in met HSV2 
geinf ecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van ongeveer 
117 kDa (198, 199) . Cellen die met recombinant vaccinia vi- 

10 russen beyattende het HSV2 gB gen (vP569, vP734, vP775 en 
vP776) zijn geinfecteerd bevatten vormen eveneens een door 
HSV2 gecodeerd polypeptide met een molecuulgewicht van on- 
geveer 117 kDa. Immunoprecipitatie van met vP569 geinfec- 
teerde cellen met antisera voor volledig HSV2 virus slaat 

15 twee belangrijke eiwitten met molecuulgewichten van onge- 
veer 117 kDa en 110 kDa en drie minder belangrijke eiwitten 
met molecuulgewichten van 5 0 kDa, 4 5 kDa en 3 0 kDa neer. 
Immunoprecipitatie van met vP734, VP775 en VP776 geinf ec- 
teerde cellen slaat twee belangrijke eiwitten met molecuul- 

20 gewichten van ongeveer 110 kDa en 90 kDa en vijf minder be- 
langrijke eiwitten met molecuulgewichten van ongeveer 117 
kDa, 100 kDa, 50 kDa, 45 kDa en 30 kDa neer. 

Het HSV2 gC glycoproteine geproduceerd in met HSV2 
geinf ecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van ongeveer 

25 63 kDa (199, 200). Cellen die met recombinant .vaccinia 
virussen bevattende het HSV2 gC (vP579, vP748, vP776 en 
vP777) zijn geinfecteerd vormen eveneens een door HSV2 
gecodeerd polypeptide met een molecuulgewicht van ongeveer 
63 kDa. Immunoprecipitatie van met vP579, vP748, vP776 en 

3 0 VP777 geinf ecteerde cellen met antisera voor volledig HSV2 
virus slaat een belangrijk eiw.it met een molecuulgewicht 
van ongeveer 65 kDa en een minder belangrijk eiwit met een 
molecuulgewicht van ongeveer 85 kDa neer. Konijn antisera 
tegen volledig HSV2 virus werd verkregen van DAKO Corpora - 

35 tion (Santa Barbara, CA; code no. B116) en werd in een 
verdunning van 1:100 gebruikt . 

Het HSV2 gD glycoproteine gevormd in met HSV2 
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geinf ecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van ongeveer 
51 kDa (198, 199) . Cellen gelnfecteerd met recombinant vac- 
cinia virussen die het HSV2 gD gen (vP570, vP761, vP775 en 
vP777) bevatten vormen eveneens een door HSV2 gecodeerd 
polypeptide met een molecuulgewicht van ongeveer 51 kDa. 
Immunoprecipitatie van met vP570, vP761, vP775 en vP777 
geinf ecteerde cellen met antisera voor het volledige HSV2 
virus slaat een belangrijk eiwit met een molecuulgewicht 
van ongeveer 48 kDa en twee minder belangrijke eiwitten met 
molecuulgewichten van ongeveer 40 kDa en 31 kDa neer. 

In vivo beoordeling. 

Alle recombinant vaccinia virussen die de ver- 
schillende constructies van HSV2 glycoproteinen tot expres- 
sie brengen beschermden geimmuniseerde muizen tegen daarna 
plaats vindende letale HSV provocatie bij onderzoekingen 
die analoog waren aan die beschreven door Paoletti en med . 
(26) . . 

Voorbeeld 14 

Expressie van het runder herpesvirus 1 glycoproteine gl in 
vaccinia virus recombinanten . 

Kloneren van het BHV1 al gen in vaccinia virus 
donorplasmiden . 

De nucleotidevolgorde van het BHV1 gl gen is reeds 
eerder gepubliceerd (63) . Onder verwijzing naar figuur 32 
werd een plasmide pIBRS6 bevattende het BHV1 gl gen (Straub 
stam) betrokken van Rhone Merieux, Lyon, Frankrijk. Het 5' 
uiteinde van het gl gen werd stroomaf waarts van de H6 
promoter (41, 42, 69) en tussen vaccinia virus (Kopenhagen) 
flankerende armen gekloneerd. Dit geschiedde door kloneren 
van het 540 bp Sal l- Pst I fragment van pIBRS6 in het 4.400 
bp Sal l- Pst I fragment van pGD5 (pGD5 werd verkregen door 
kloneren van het HSV2 gD gen in pTPl5 (184) (fig. 3) . Dit 
plaatst het gl gen 9troomafwaarts van de H6 promotor en 
tussen de vaccinia virus HA flankerende armen. Het plasmide 
verkregen door deze manipulatie wordt met pIBR2 aangeduid. 
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Het initiatiecodon van de H6 promotor werd daarna 
op een lijn gebracht met het initiatiecodon van het gl gen. 
Dit geschiedde door kloneren van de oligonucleotide^ 
IBRL1 5'- 

ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGCCGCTCGCGGCGGTGCTGAACGCGCCGC-3 ' en 
IBRL2 5'- 

GGCGCGTTCAGCACCGCCGCGAGCGGCCATTACGATACAAACTTAACGGAT - 3 ' in 
het 3.800 bp Nru l- Sst ll fragment van pIBR2 . Het plasmide 
dat door deze manipulatie wordt verkregen wordt met pIBR4 
aangeduid. 

Een Ncol plaats, benodigd door toekomstige manipu- 
laties, werd daarna gevormd. Dit geschiedde door kloneren 
van de oligonucleotiden IBRL3 5 ' -CCATGGTTTAATGCA-3 ' en 
IB [RL4 5 ' -TTAAACCATGGTGCA-3 ' op de Pst I plaats van pIBR4 . 
Het door deze manipulatie verkregen plasmide wordt met 
pIBR5 aangeduid. 

Het 3'-uiteinde van het gl gen werd daarna geklo- 
neerd in pIBR5 . Dit geschiedde door kloneren van het 1.74 0 
bp Tth llll- Nco l fragment van pIBRS6 in het 3.700 bp 
Tth llll- Nco l fragment van pIBR5 . Het door deze manipulatie 
gevormde plasmide wordt met pIBR7 aangeduid. 

Daarna werd een Bgl ll plaats benodigd voor toekom- 
stige manipulaties gevormd. Dit geschiedde door kloneren 
van de oligonucleotiden IBRL5 5 ' -CATGGTTTAAGATCTC-3 ' en 
IBRL6 5 ' - CATGGAGATCTTAAAC- 3 ' op de Ncol plaats van pIBR7 . 
Het door deze manipulatie verkregen plasmide wordt met 
pIBR8 aangeduid. 

Een gedeelte van de lange hydrofiele aanloopse- 
quentie van het gl gen werd daarna deleted (63) . Dit 
geschiedde door kloneren van de oligonucleotiden, IBRL7 5'- 
ATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGCCGCGCTAGCCGCTGCCCTGCTATGGGCGA- 
CGTGGGCC-3' en IBRL8 5'- 

CACGTCGCCCATAGCAGGGCAGCGGCTAGCGCGGCCATTACGATACAAACTTAACG- 
GAT-3' in het 4.400 bp Nru l- Apa l (partieel) fragment van 
pIBR8 . Dit eliraineert 132 bp van het hydrof ielische aan- 
loopseguentie . Het door deze manipulatie gevormde plasmide 
wordt met pIBR9 aangeduid. 
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Daarna werd het H6 promoted truncated gl gen 
gekloneerd in een ander vaccinia virus donorplasmide . Dit 
geschiedde door kloneren van het 1.700 bp Nru l-Bqlll 
fragment van pIBR9 in het 4.900 bp NruI-BamHI fragment van 
pBP14 (211) . Het bij deze manipulatie gevormde plasmide 
wordt met pIBRlO aangeduid. 

Constructie van recombinant vaccinia virussen. 

De strategie die wordt toegepast voor het kloneren 
van het BHV1. gl gen in vaccinia virus is beschreven in 
figuur 32. Het recombinant vaccinia virus vP637 werd 
verkregen door transfectie van pIBR7 in met vP410 geinfec- 
teerde cellen. vP724 werd verkregen door transfectie van 
pIBRlO in met vP410 geinf ecteerde cellen. vP637 bevat het 
volledige BHV1 gl gen. vP724 bevat een gl gen deleted van 
132 bp van 5' signaalvolgorde (63). Beide constructies 
maken gebruik van de vaccinia virus vroeg-laat promotor H6 
(41, 42, 184) . Het gl gen in vP637 wordt gekloneerd tussen 
de volgorden die het HA gen flankeren. Het gl gen in vP724 
wordt gekloneerd tussen de volgorden die het ATI gen 
flankeren. 

Immunof luorescentie en detectie van een door BHV1 

gecodeerd polypeptide in met recombinant vaccinia virus 

geinf ecteerde cellen. 

In met BHVl geinf ecteerde cellen wordt gl tot 
expressie gebracht op het plasmamembraan . Uit immunof luo- 
rescentie-onderzoekingen van cellen die met vP637 of vP724 
waren geinf ecteerd blijkt dat het door BHVl gecodeerde 
polypeptide dat in deze cellen wordt gevormd eveneens op 
het plasmamembraan tot expressie wordt gebracht. De immu- 
nof luorescentie werd uitgevoerd op de wijze als beschreven 
in voorbeeld 1. Gebruik gemaakt werd van de BHVl gl-speci- 
fieke, monoklonale antilichamen 4203 en 5106 (201) . 



0 00 3 4 



-103- 



Voorbeeld 15 

Expressie van kat herpesvirus glycoprotein gB in een 
vaccinia virus recombinant. 

De WR stam van vaccinia virus (202) werd in dit 
voorbeeld toegepast. Het van de WR stam afgeleide recombi- 
nant vaccinia virus vP293 werd toegepast als reddend virus 
(69) - 

F.^t-ractie van FHV-1 DNA en klo neren van het FHV-1 
Sad -Sac T 3.2 Kb fragment. 

FHV-1 DNA werd geextraheerd en gezuiverd uit de CO 
stam. Het FHV-1 DNA genoom werd gedigereerd met EcoRI en 
gekoppeld in het plasmide pBR322 onder toepassing van 
standaard methoden (20). Deze FHV-1 bank werd onder zocht 
met DNA probes verkregen uit de PRVhll (62) en BHV-1 gB 
(203) genen. Daaropvolgende hybridisaties met sub-klonen 
verkregen uit de twee EcoRI klonen die door hybridisatie 
positief werden bevonden maakt een duidelijker in kaart 
brengen van het FHV-1 gB gen mogelijk. Een 3,2 Kb SacI-SacI 
fragment bevattende het FHV-1 gB gen werd gekloneerd in 
pUC18, onder vorming van het plasmide pFHVgBC. 

gprmgncinq van het fl^T-Sael fragment coderende 
voor FHV-l-qB. 

Nucleotide sequencewaarden werden voor beide 
strengen verkregen uit van pFHVgBC en pFHVgBC afgeleide 
sub-klonen onder toepassing van gemodif iceerd T7 Sequenase, 
zoals hiervoor is beschreven. 

Kloneren het F H V-1 aB aen in een vaccinia 

virus do norplasmide. 

Onder verwijzing naar figuur 33 werd het FHV-1 gB 
gen gekloneerd in pHES4 , een van de plasmiden ontworpen 
voor het gastheertraject-selectiesysteem WR in de vaccinia 
virus stam (69) (fig. 10). Dit plasmide bevat het gastheer- 
traject-gen K1L, dat het de deletiemutant vP2 93 mogelijk 
maakt op humane cellen te repliceren. Het FHV-1 gB gen 
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werd onmiddellijk stroomaf waarts van de vaccinia syntheti- 
sche H6 promotor ingevoegd (69) . Het plasmide pFHVgBC werd 
gedigereerd met Kpnl en SacI en het 3150 bp restrictie- 
fragment bevattende FHV-l gB werd geisoleerd uit een 
agarosegel en daarna gekoppeld aan plasmide pHES4 dat 
eerder was gedigereerd met Kpnl en SacI. Het verkregen 
plasmide werd met pJCAOOl (fig. 33) aangeduid. 

DNA sequence analyse van het FHV-l qB aen. 
Onder verwijzing naar figuur 34 blijkt uit DNA 
sequence analyse een open afleesframe dat zich uitstrekt 
van de nucleotideplaatsen 337 tot 3177. Veronderstelde 
transcriptionale regelende signalen werden aangetroffen in 
het 5' gebied ten opzichte van de ATG ini tiatiecodon op 
plaats 337. Een TATA box met de volgorde AAATATAT (nucleo- 
tiden 184-191) was 80 nucleotiden stroomaf waarts van een 
vermoedelijke CAT box met de volgorde GGTGAGTA geplaatst . 
Een polyadenyleringssignaal AATAAA (nucleotiden 3251 tot 
3256) was 5 0 nucleotiden stroomaf waarts van de TAA termina- 
tiecodon (nucleotiden 3178 - 3180) geplaatst. Acht van de 
elf nucleotiden in de volgorde 5' TCATTCTAGCA 3' (de nucle- 
otiden 200 - 210) zijn complementair aan de 18S ribosomale 
RNA volgorde 3' AGGAAGGCGT 5' (61) en kunnen dienen als de 
ribosoombindingsplaats. Een scannend model werd voorgesteld 
waarmee de eukaryotische mRNA' s translatie initieren (151, 
155) . De volgordecontext rondom het voorgestelde ini tiatie- 
codon ATCATGT (nucleotiden 334 tot 34 0) kwalificeert als 
een functionele volgordecontext voor de translatie- initia- 
tie van eukaryotisch mRNA. Het FHV-l gB open afleesframe 
codeert voor 94 7 aminozuren met een berekend molecuulge- 
wicht van 106,2 kDa . Het G + C gehalte bedraagt 45,8 %. 

Analyse van FHV-l aB eiwitstnirMmr 
Analyse van het aminozuurvolgorde levert een 
aantal aspecten op die gewoon voor met membraan geasso- 
cieerde glycoprotein zijn. Een gebied dat zich uitstrekt 
van de aminozuren 23 tot 73 had een kenmerkend hydrofobici- 
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' teitsprofiel en wordt voorgesteld als signaalvolgorde 

(figuur 34) . Onder verwijzing naar figuur 35 wordt opge- 
merkt dat er een 22 aminozuren lange hydrofiele volgorde 
voorafgaande aan de lange hydrofobe signaalvolgorde is. Dit 
5 kenmerk werd eveneens opgemerkt voor het pseudorabies (PRV) 
gll gen (62) , voor het runder herpesvirus -1 (BHV-1) gl gen 
(63) en voor de paard herpesvirus -1 (EHV-l) (71) en paard 
herpesvirus-4 (EHV-4) (72) gpl4 genen, die alle eveneens 
HSV gB homologen zijn. Voorspeld is dat een hydrofoob 

10 gebied dat bestaat uit 42 aminozuren (de aminozuren 789 - 
831) functioneren als een transmembraan-ankergebied . Het 
hydrofiele cytoplasmische gebied bevat 116 aminozuren. Er 
J zijn tien Asn-X-Thr/Ser plaatsen (waarin X elk aminozuur, 

behalve proline kan zijn) voor potentiele, met N-gebonden 

15 glycosylering (64), waarbij een plaats in de signaalvolgor- 
de aanwezig is. Er zijn twee opeenvolgende en wat potenti- 
aal betreft dicht bij elkaar liggende, proteolytische 
splitsingsplaatsen (Arg-Arg-Ser) (de plaatsen 504 - 506 en 
516 - 518) identiek met die aanwezig in PRVgll (94), VZV 

20 gpll en HCMV gB (71) en EHV-l gpl4 (71, 72). Het hydrofobi- 
citeitsprof iel van de FHV-1 gB aminozuurvolgorde is weerge- 
geven in figuur 35. 

Veraeliikincr v a n de FHV-1 gB aminozuurvolgorde met 
2 5 andere herpesvirus glycooroteinen . 
" ) Vergelijking van de aminozuursamenstelling van het 

FHV-1 gB gen vertoont een uitgebreide homologie met glyco- 
proteinen van andere herpesvirussen . Zo is het FHV-1 gB 
homoloog aan PRVgll (62), BHV-1 gl (63), varicella zoster 
30 virus (VZV) gll (66, 204), HSV-1 gB (68), HSV-2 gB (205), 
EHV-l gpl4 (71) , evenals met glycoproteinen in Epstein-Barr 
virus (EBV) (68, 206) en humaan cytomegalovirus (HCMV) 
(10) . 

35 Constructie van de vaccinia rec ombinant vP713 die 

het FHV-1 aB g l ycoproteine tot expressie brengt . 

De FHV-1 gB coderende volgorden werden ingevoegd 
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in een vaccinia virus vector onder toepassing van het WR 
vaccinia virus gastheertra j ect-selectiesysteem pHES4/vP293 
(69) . Het vermogen van recombinant vaccinia nakome lings chap 
ontwikkeld door recombinatie onder toepassing van het WR 
5 vaccinia virus vP293/pHES gastheertraject-selectiesysteem 
om een plaque te vormen op humane MRC-5 cellen maakt een 
snelle identif icatie van deze recombinanten (69) mogelijk. 
Vaccinia virus recombinant vP713 werd verkregen door 
recombinatie uitgevoerd met plasmide pJCAOOl als donorplas- 
10 mide en vP293 als reddend virus (fig. 33) . 

Immunof luores centie van FHV-1 aB alvcooroteine 
j aesvnth etiseerd door vP7l3 . 

Immunof luorescentie van met recombinant vaccinia 
15 virus VP713 geinfecteerde VERO en MRC-5 cellen werd uitge- 
voerd op de wijze als beschreven in voorbeeld 1 ( onder 
toepassing van anti-FHV-l gB specif iek schaapserum #2854. 
Een multipliciteit van infectie van twee pfu per eel werd 
toegepast. FITC ezel anti-schaap igG werd toegepast als het 
20 tweede . antilichaam. 

FHV-1 gB kon worden aangetoond op het oppervlak 
van VERO cellen geinfecteerd met vaccinia recombinant vP713 
evenals inwendig na acetonf ixat ie . Geen significante 
inwendige of oppervlak immunoreactiviteit ten opzichte van 
2 5 FHV-1 gB werd gevonden bij met vP410 geinfecteerde controle 
cellen . 

Immunoprecipitatie van FHV-1 aB alvcoprotelne 

gesvnthetiseerd door vP713. 

30 Teneinde het FHV-1 gB glycoproteine tot expressie 

gebracht door vP7i3 te beoordelen, werden VERO cellen 
geinfecteerd met vP713 en eiwitten werden metabolisch 
gelabeld met 35 S methionine. Immunoprecipitaties werden 
uitgevoerd met de geradiolabelde cellysaten onder toepas- 

35 sing van anti-FHV-l gB specif iek schaapserum #2854. 

VERO eel monolagen geent met 2 x 10 s cellen per 
schalen van 60 mm werden geinfecteerd met een lage multi- 
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pliciteit van infectie van 0,1 pfu per eel met controle 
(vP410) of recombinant vaccinia virus vP7l3. De immunopre- 
cipitaties werden uitgevoerd op de wijze als beschreven in 
voorbeeld 1. 

Geen significante produkten werden geimmunopreci- 
piteerd door het specif ieke anti-FHV-1 gB serum uit zowel 
niet-geinfecteerde VERO cellen of VERO cellen geinfecteerd 
met het controle vaccinia virus vP410. FHV-1 gB geradiola- 
belde produkten werden neergeslagen met serum #2854 uit 
VERO cellen geinfecteerd met vP713 . Vijf dominante, rnetabo- 
lisch geradiolabelde polypeptiden werden specif iek neerge- 
slagen. De twee grotere polypeptiden met de schijnbare 
moleculaire afmetingen 115 kDa en 110 kDa konden overeenko- 
men met de niet -geglycosyleerde voorloper en rijpe eiwitten 
(theoretische afmetingen van respectievelijk 106 kDa en 98 
kDa) . Een grote band bij 6 8 kDa kan de twee geglycosyleerde 
onder-eenheden (69 kDa + 66 Kda) , het gevolg van de proteo- 
lytische splitsing van een geglycosyleerde voorloper (136 
kDa), die hier ontbreekt, aangeven. Drie kleinere neerge- 
slagen produkten (59, 53 en 4 8 kDa) komen niet overeen met 
een van de bekende FHV-l gB produkten en kunnen ontledings- 
produkten weergeven. 

Voorbeeld 16 

Kloneren en tot expressie brengen van het Epstein-Barr 
virus glycoproteilne in pokkenvirusvectoren . 

Kloneren van de EBV gp34 0 en gp22 0 genen in het 
vaccinia donorplasmide pMP409DVC. 

In dit voorbeeld werden de EBV genen geisoleerd 
uit de B95-8 EBV statn (207) , waren de gp340 en gp220 genen 
cDNA klonen (respectievelijk de plasmiden pMLPgp34 0 en 
pMLPgp220) en waren de gB, gH en BBRF3 genen geisoleerd uit 
een BamH I genenbank . Onder verwijzing naar figuur 36 werd 
een 2100 bp Xma l- Cla l fragment van het pMLPgp220 plasmide 
gekloneerd in M13mpl8 gedigereerd met Xma l- Acc I . De door 
deze manipulatie verkregen faag werd aangeduid met mpl8gp- 
220 (figuur 36). Door in vitro mutagenese (17) onder 



09 000 3 4 



-108- 



toepassing van de oligonucleot iden CM 4 

(TAAAGTCAATAAATTTTTATTGCGGCCGCTACCGAGCTCGAATTCG) en CM 5 
(GCTTGCATGCCTGCAGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGAGGCAGCCTTGC) 
werd het gp220 gen gemodif iceerd om tot expressie te worden 
5 gebracht onder controle van de vaccinia H6 promotor. Het 
plasmide dat het gemodif iceerde gp220 gen bevatte werd 
aangeduid met mpl8gp220 ( 5+4 ) (fig. 36). 

Het gemodif iceerde gp220 gen werd gekloneerd in 
het plasmide SP131NotI, dat de volledige H6 synthetische 
10 promotor (69) bevat . Dit geschiedde door kloneren van het 
2300 bp Nar l- Eco RV fragment van mpl8gp220 (5+4 ) in het 294/ 
bp EcoRV-Narl fragment van het SP131NotI plasmide. Het 
) verkregen plasmide werd met SP131gp2 2 0 (fig. 36) aangeduid. 

Het gp34 0 gen onder de controle van de H6 promotor 
15 werd verkregen door kloneren van een 23 60 bp Sca l- Sho l 
fragment van pMLPgp340 in het Xho l- Sca l (partieel) gedige- 
reerde SP131gp220 plasmide. Het verkregen plasmide werd 
aangeduid met SP131gp340 (fig. 36) . 

De door H6 promoted gp34 0 en gp220 genen werden 
2 0 gekloneerd in het vaccinia virus M2L invoegplaatsplasmide 
PMP409DVC (fig. 4; in figuur 36, 40, dit plasmide wordt 
aangegeven door MP409) . Dit geschiedde door kloneren van 
het met 2800 bp Mung-Bean nuclease behandelde Not I fragment 
van het plasmide SP131gp340 en het met 2100 bp Mung-Bean 
25 nuclease behandelde NotI fragment van het plasmide SP131gp- 
220 in de met Bqlll Mung-Bean nuclease behandelde plaats 
van het plasmide pMP409DVC. De verkregen plasmiden werden 
respectievelijk aangeduid met 409H6340 en 409H6220 (figuur 
36). 

30 

K loneren van het EBV aB gen in het vaccinia virus 
donorolasmide PMP409DVC. 

Onder verwijzing nu naar figuur 37, werd een 3500 
bp EcoRl-Xmnl fragment van het EBV DNA Bam HI A fragment 
35 (207) , bevattende het EBV gB gen, geisoleerd uit de EBV 
genoombibliotheek en gekloneerd in het 2837 bp Hinc II- Eco RI 
fragment van pIBI25. Het verkregen plasmide werd aangeduid 
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met p25gB (figuur 37) . 

Door in vitro mutagenese (17, 185) werd, onder 
toepassing van de oligonucleotiden EBVBM5 

( CCCTACGCCGAGTCATTACGATACAAACTTAACGGATATCAGAGTCGTACGTAGG ) 
5 en EBVBM3 

( CTGGAAACACTTGGGAATTCAAGCTTCATAAAAAGGGTTATAGAAGAGTCC ) , he t 
gB gen aangepast om onder de controle van de vaccinia H6 
promotor tot expressie te worden gebracht . Het verkregen 
plasmide werd aangeduid met p25gB(5+3) . 
10 Het 2600 bp Eco RV- Eco RI fragment van p25gB(5+3) 

werd gekloneerd in het 3300 bp Eco RV- Eco RI fragment van 
SP131. Het verkregen plasmide werd aangeduid met SP131gB 

(fig. 37) . 

Het H6 promotor gB gen werd daarna gekloneerd in 
15 het vaccinia virus donorplasmide pMP409DVC. Dit geschiedde 
door kloneren van het met 2700 bp Hind i I I Mung-Bean nuclea- 
se behandelde fragment van SP131gB in de met Bal l I Mung- 
Bean nuclease behandelde plaats van pMP4 09DVC. Het verkre- 
gen plasmide werd aangeduid met 409H6gB (fig. 37) . 

20 

Kloneren van het EBV aH gen in het vaccinia donor- 
plasmide PSD486VC. 

In de met EBV BamHI gekloneerde restrictief ragmen- 
tenbibliotheek, is het open afleesframe BXLF2 aanwezig in 

25 de BamH I X en BamH I T fragmenten (207) . Zoals uit figuur 38 
blijkt, werd het volledige BXLF2 open afleesframe gerecon- 
stitueerd door kloneren van het 83 0 bp Sma l- Bam HI fragment 
van Bam HI X in het 2880 bp Smal-BamHI fragment van pIBI24; 
het verkregen plasmide werd aangeduid met 24gH5 . Het 1850 

3 0 bp Bam HI - Hind lll fragment van Bam HI T werd gekloneerd in 
het 3660 bp Bam HI - Hind i I I fragment van 24gH5 . Het verkregen 
plasmide bevattende het volledige gH gen werd aangeduid met 
24gH (fig. 38) . 

Door in vitro mutagenese (17, 185) onder toepas- 

3 5 sing van de oligonucleotiden 

HM5 (ACACAGAGCAACTGCAGATCTCCCGATTTCCCCTCT) , 
HM4 ( GGGCAAAGCCACAAAATATGCAGGATTTCTGCG ) en HM3 
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(GCCAGGGTTTTCCCAGAGATCTGATAAAAACGACGGCCAGTG) , werd het gh 
gen gemodif iceerd om tot expressie te worden gebracht onder 
de controle van de vaccinia hemorrhagisch (^) vroege 
promotor. Het oligonucleotide HM4 werd toegepast ter 
5 verwi jdering van een vaccinia vroeg transcriptie-stopsig- 
naal aanwezig in het gH gen (45) . Het plasmide dat het 
gemodif iceerde gH gen bevatte werd aangeduid met 24gH(5+ 
4+3) . 

Onder verwi j zing nu naar figuur 38, is de vaccinia 
10 \x promotor aanwezig in het plasmide pSD486 VC (fig. 30) . 
(In fig. 38 is dit plasmide aangeduid met SD486) . Het met 
2130 bp Bal l I Mung Bean nuclease behandelde fragment van 
) 24gH (5+4+3) werd gekloneerd in het met Bql ll Mung-Bean 

nuclease behandelde pSD486VC. Deze laatste kloneringsstap 
15 brengt het gH gen onder de controle van de /i promotor. Het 
door deze manipulatie ontwikkelde plasmide werd aangeduid 
met 486gH (fig. 38) . 

Kloneren van het open afleesframe BBRF3 in het 

2 0 vaccinia virus donorplasmide pCOPSC-5H. 

Het volledige BBRF3 open afleesframe is aanwezig 
in het Bam HI B fragment van het EBV DNA. Dit fragment werd 
gedigereerd met Bsp HI , behandeld met het E . coli DNA 
polymerase I (Klenow fragment) en gedigereerd met Bgl ll . De 
25 Bql ll plaats in het Bam HI A fragment is 10 basen voor het 
stopcodon van BBRF3 geplaatst. Het 1230 bp Bsp HI - Bql ll 
fragment werd geisoleerd en gekloneerd in het 4200 bp Sma l- 
Bgl ll fragment van het plasmide pCOPSC-5H. (Plasmide 
pCOPCS-5H is identiek aan het plasmide pCOPCS657 (fig. 

3 0 16) ) . Het plasmide dat bij deze manipulatie wordt gevormd 

werd aangeduid met COPACEBVX. 

Kloneren van de EBV gp340, gB en gH genen in het 
vaccinia virus donorplasmide pSD513VCVO. 
3 5 Het vaccinia virus donorplasmide dat werd toege- 

past voor de vorming van de drievoudige EBV recombinant was 
het plasmide pSD513VCVQ (fig. 29) . Dit plasmide bevat een 
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sub-kloon van het Kopenhagen vaccinia virus Hindlll J 
fragment," waarin de coderende volgorde voor het thymidine 
kinasegen is vervangen door een polylinkergebied . 

Volgens een eerete stap werd het /x promoted EBV gH 
gen gekloneerd in P SD513VCVQ. In het bijzonder werd het 
2300 bp SnaBI-Bglll fragment van 486gH gekloneerd in het 
4000 bp Smal-BoJLII fragment van pSD513VCVQ. Het plasmide 
dat door deze manipulatie werd gevormd werd met 513UgH 
aangeduid. 

Daarna werd het H6 promoted EBV gp340 gen geklo- 
neerd in 513gH. In het bijzonder werd het met 2800 bp Not I 
Mung-Bean behandelde fragment van SPl31gp340 gekloneerd in 
het met 6300 bp XhoI-Pj^I Mung-Bean nuclease behandelde 
fragment van 513UgH. Het volgens deze manipulatie gevormde 
plasmide werd aangeduid met 513UgH34 0H6 . 

Daarna werd het H6 promoted EBV gB gen gekloneerd 
in 513UgH340H6. In het bijzonder werd het met 2700 bp 
Hind i I I Mung-Bean nuclease behandelde fragment, van 
SPl3lg P 340 gekloneerd in het met 9100 bp Bglll Mung-Bean 
nuclease behandelde fragment van 5l3UgH340H6 . Het verkregen 
plasmide werd met 513gHgBgp340 (fig. 39) aangeduid. 

construct- if- van recombinant, vaccinia virus. 
EBV gp340 (donorplasmide 409H6340) , EBV gp220 
(donorplasmide 409H6220) en EBV gB (donorplasmide 409H6gB) 
werden gerecombineerd in het vaccinia virus vP458 (M2L 
plaats) : deze enkelvoudige vaccinia virus recombinanten 
worden respectievelijk aangeduid met VP474, vP480 en vP561. 
EBV gH (donorplasmide 4 86gH) werd gerecombineerd in het 
vaccinia virus vP533 (/* invoegplaats): deze enkelvoudige 
vaccinia virus recombinant wordt aangeduid met vP6ll. 

Tenslotte werd de drievoudige vaccinia virus re- 
combinant bevattende gp340, gB en gH verkregen door recom- 
binatie van het donorplasmide 5l3gHgBgp34 0 in het vaccinia 
virus VP617 op de thymidine kinase invoegplaats. Dit re- 
combinant virus wordt aangeduid met vP712. VP617 is een 
Kopenhagen vaccinia virus deleted voor de TK, HA en ATI 



00 3 4 



genen . 



Immunofluorescentie van EBV eiwitten in m^r 

recombinant vaccin ia virus geinfecteerde cellen. 

Immunof luorescentie-onderzoekingen uitgevoerd op 
cellen geinfecteerd met vP474 (gp340) en vP480 (gp220) 
onder toepassing van het monoklonale antilichaam F29-89 
(165) toonden aan dat EBV gp340 en EBV gp220 eiwitten op 
het plasmamembraan tot expressie waren gebracht . 

Cellen geinfecteerd met vP6ll (gH) , onder toepas- 
sing van een humaan serum, vertoonden een zwak positief 
signaal op het plasmamembraan. 

Tenslotte werd hetzelfde onderzoek uitgevoerd op 
cellen geinfecteerd met vP712 (drievoudige EBV vaccinia 
recombinant) : een positief signaal op het plasmamembraan 
werd verkregen met de monoklonale antilichamen F2 9-89 en 
NEA 9247 (gB specif iciteit verkregen van DuPont) . 

Immunoprecipitatie van EBV eiwitten in regojiL: 
binant vaccinia virus ae? n f ecte^r-de cellen 

Het EBV g P 34 0 glycoproteine gevormd in met EBV 
geinfecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van ongeveer 
340 kDa (165) . Cellen geinfecteerd met de recombinant 
vaccinia virussen vP474 of vP712 vormen eveneens een door 
EBV gecodeerd eiwit van ongeveer 340 kDa (immunoprecipita- 
tie uitgevoerd met het monoklonale antilichaam F29-89) . Het 
EBV g P 220 glycoproteine heeft een molecuulgewicht van 220 
kDa (165) . Cellen geinfecteerd met het vaccinia recombinant 
virus VP4 80 produceren een door EBV gecodeerd eiwit van 
ongeveer 220 kDa. 

Het EBV gB glycoproteine geproduceerd in met EBV 
geinfecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van 110 kDa 
tot 125 kDa met e'en voorlopervorm van 93 kDa (206, 208) . 
Cellen geinfecteerd met de recombinant vaccinia virussen 
VP561 of VP712 vormen een EBV hoofdeiwit met een molecuul- 
gewicht van ongeveer 125 kDa en vier kleinere eiwitten met 
molecuulgewichten van ongeveer 80 kDa, 60 kDa, 50 kDa en 45 
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kDa . 

" Het EBV gH glycoproteine gevormd in met EBV 
geinfecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van 85 kDa 
met een voorlopervorm van 70 kDa (209) . Cellen gelnfecteerd 
met het recombinant virus vP611 vormen een door EBV geco- 
deerd eiwit van ongeveer 85 kDa. 

Tmmunisatie van koniinen met vac cinia recombinan- 
ten die EBV glvcoproteinen tot expressie brengen . 

Konijnen werden geimmuniseerd met vP474 (gp34 0) 
of vP480 (gp220) of vP561 (gB) of vP611 (gH) of VP712 
(triple) . Na een boost werden de sera onderzocht door 
immunof luorescentie op met TPA behandelde B95-8 cellen. 
Telkens werden positieve signalen verkregen. In — vitro 
neutraliserende werking werd gedemonstreerd onder toepas- 
sing van de sera gekweekt tegen vP474 (gp340) . 

Voorbeeld 17 

Kloneren en expressie van humaan cytomegalovirus glycopro- 
teine antigenen in pokkenvirusvectoren . 

Kloneren van het HCMV gB gen in het vaccinia 
donorplasmide PMP409DVC. 

Onder verwijzing nu naar figuur 4 0 werd het 4800 
bp Hind lll-BamHI fragment van het Hind i I I D fragment van 
het HCMV DNA gekloneerd in het 2800 bp Hindlll-BamHI 
fragment van het plasmide pIBI24 . Door in vitro nutagenese 
(17, 185) onder toepassing van de oligonucleotiden CMVM5 
( GCCTCATCGCTGCTGGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGGAATCCAGGATCTG ) 
en CMVM3 (GACAGATTGTGATTTTTATAAGCATCGTAAGCTGTCA) , werd het 
HCMV gB gen gemodif iceerd om onder de controle van de 
vaccinia H6 promotor tot expressie te worden gebracht . Het 
plasmide dat het gemodif iceerde HCMV gB gen bevatte werd 
aangeduid met 24CMVgB(5+3) (fig. 40). 

Daarna werd het 2 900 bp EcoRV - BamH I fragment van 
24CMVgB(5+3) gekloneerd in het 3100 bp EcoRV-Bglll fragment 
van plasmide pSP131 dat de synthetische H6 promotor bevat 
(6 9) . Deze kloneringsstap brengt het HCMV gB gen onder de. 



< M 0 00 3 4 



-114- 

controle^van de vaccinia H6 promotor. Het verkregen plasmi- 
de werd aangeduid met SP13igB. 

Tenslotte werd het H6 promoted HCMV gB gen geklo- 
neerd in het vaccinia donorplasmide pMP409DVC. Het met 3000 
bp Hindlll Mung Bean nuclease behandelde fragment van 
SPl31gB werd gekloneerd in de met Bal l I Mung Bean nuclease 
behandelde plaats van pMP409DVC. Het verkregen plasmide 
werd aangeduid met 4 09CMVgB (fig. 40) . 

Constructi e van recombinant vaccinia virus . 

Het H6 promoted CMV gB gen in plasmide 409CMVgB 
werd ingevoegd op de M2L plaats van het reddende virus 
vP458. Het recombinant vaccinia virus werd aangeduid met 
VP525 . 

Immunofluorescentie van CMV crR proteine in met 
recombinant vaccinia vims oeinf ect e erde cellen. 

Immunof luorescent ie-onderzoekingen op cellen 
geinfecteerd met vP525 onder toepassing van een monoklonaal 
antilichaam of een guinees biggetje polyklonaal serum wezen 
op HCMV gB tot expressie gebracht op het plasmamembraan . 

Immunoprecipitatie v an CMV gB in met recombinant 
vaccinia creinf e cteerde cellen. 

Het CMV gB glycoproteine geproduceerd in met CMV 
geinfecteerde cellen heeft een molecuulgewicht van 55 kDa 
met een voorlopervorm van 13 0 kDa (172) . Cellen geinfec- 
teerd met VP525 geven twee met CMV gB gecodeerde eiwitten 
van ongeveer 13 0 kDa en 55 kDa. 

Nucleotidev olcrorden van HXLF1 en HXLF2 . 

De HXLF genfamilie is gelokaliseerd in het Hind i I I 
X fragment van het HCMV genomische DNA (172) . Onder toepas- 
sing van specifieke oligonucleotide primers werd de nucleo- 
tidevolgorde van HXLF1 en HXLF2 bepaald (fig. 41 en 42) . 
HXLF1 is 648 nucleotiden lang en codeert voor een eiwit met 
215 aminozuren. HXLF 2 is 558 nucleotiden lang en codeert 
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voor een eiwit met 185 aminozuren. De nucleotidevolgorden 
van dezelfde genen (AD16 9 HCMV stam) zijn gepubliceerd 
(173) en uit vergeli jkingsonderzoekingen blijkt een 99 %- 
ige homologie voor HXLF1 en een 96 %-ige homologie voor 
5 HXLF2 . 

Immunisatie van guinese biaqeties met vaccinia 
recombinanten die HXMV antiaenen tot expressi e brenaen. 

Drie guinese biggetjes werden gelmmuniseerd met 

10 vP525. Na een boost ontwikkelden de dieren HCMV neutralise- 
rende antilichamen (gemiddelde titer: 518) . Het is interes- 
sant dat 50-87 % van de neutraliserende werking van HCMV 
seropositieve humane sera kunnen worden geabsorbeerd uit 
met vP525 geinf ecteerde cellen. Uit dit resultaat blijkt 

15 het potentiele belang van HCMV gB als een sub-eenheidsvac- 
cin. 
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CONCLUSIES 



1 . Recombinant pokkenvirus dat daarin DNA van kat 
herpesvirus bevat . 
5 2. Recombinant pokkenvirus volgens conclusie 1, 

waarin net. DNA aanwezig is in een niet-essentieel gebied 
van het pokkenvirusgenoom. 

3 . Recombinant pokkenvirus volgens conclusie 1 of 
2 , waarin het pokkenvirus verder een promotor voor het tot 

10 expressie brengen van het DNA bevat. 

4 . Recombinant pokkenvirus volgens een van de 
voorgaande conclusies, waarin het pokkenvirus een vaccinia 
virus of een vogelpokkenvirus , in het bijzonder een pluim- 
veepokkenvirus of een kanariepokkenvirus , is. 

15 5. Recombinant pokkenvirus volgens een van de 

voorgaande conclusies, waarin het DNA codeert voor een kat 
herpesvirus glycoproteine . 

6. Recombinant pokkenvirus volgens conclusie 5, 
waarin het DNA codeert voor, of het kat herpesvirus glycop- 

20 roteine omvat, kat herpesvirus gB . 

7. Werkwijze voor het produceren van een kat 
herpesvirus glycoproteine, omvattende het in contact 
brengen van het recombinant e pokkenvirus volgens conclusie 
5 of 6 met een gastheercel in vitro onder omstandigheden 

25 die geschikt zijn voor expressie van het kat herpesvirus 
glycoproteine . 

8 . Gebruik van het recombinante pokkenvirus 
volgens een van de conclusies 1-6 bij de bereiding van een 
immunogene of vaccin-samenstelling tegen kat herpesvirus. 

3 0 9. Samenstelling die het recombinante pokkenvirus 

volgens een van de conclusies 1-6 omvat. 

10. Vaccin voor het induceren van een immunolo- 
gische respons bij een gastheerdier ingeent met het vaccin, 
welk vaccin een drager en het recombinante pokkenvirus 

35 volgens een van de conclusies 1-6 omvat. 
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AACGTTGGGTTGTTACCGCATCTCAAGGAGGAACTAGCTCGGTTTATGATTACTGCG 

114 

GCTAAAGGTAATT GGTCAAT TAGCGAGTTTCAAAGGTTTTATTGCTTTGAGGGAGTG 

ACAGGTGTGACGGCCACGCAGCGGCTGGCGTGGAAATATATCGGGGAGCTCATCCTA 

228 

GCCGCCGCAGTATTCTCCTCGGTTTTCCACTGTGGAGAGGTGCGCCTCCTGCGCGCA 

GATCGTACCTACCCGGACTCCAGCGGCGCACAGCGCTGCGT.GAGCGGCATTTACATA 

342 

ACCTACGAGGCGTCATGTCCTCTGGTTGCCGTTCTGTCGGCGGCTCCACATGGGGCA 
MSSG CRSVGGSTW G 

ATTGGCGCGGAGACGGTGGTGATTTACGACAGCGACGTGTTCTCTCTCCTGTATGCA 
NWRGDGGDL RQRRVLSPVC 

456 

GTGCTCCAGCAGCTGGCTCCTGGATCGGGAGCCAACTAGGCAATGTTGGAAACTTAC 
SAPA AGSWIG SQLGNV G N L 

TCGCCACCCCCCACCCGCTGGGAAAGCCGGCATCATCGAGGGTGGGCACAATAGTTC 
L A T P H PLGKPAS SR VGTI V 

TAGCCTGTTTGTTGCTTTTTGGAAGCTGTGTTGTTAGAGCCGTACCCACCACGCCAA 
LACLLLFGSCVV RA . VPTTP. 

53 : : ^ : : 

GCCCCCCAACTAGTACTCCCACTTCCATGTCAACGCACTCCCATGGGACAGTAGACC 
S P P T S T P T S M S T H S H G T V D 

— 684 

CTACGCTGCTCCCCACAGAAACGCCCGACCCACTCAGACTGGCTGTGCGCGAGTCCG 
PTLL PTETPDPLRLAVRE S 
91 

GTATACTCGCTGAGGATGGAGACTTTTACACCTGCCCACCGCCTACCGGATCCACCG 
GILAE DGDFYTCPPPTGST 

798 

TCGTACGCATCGAACCACCTAGAACTTGCCCCAAGTTTGACCTTGGGAGAAACTTCA 
V VRIEPPRTCPKFDLGRNF 

129 *' 
CGGAGGGGATTGCTGTTATTTTTAAGGAAAACATCGCTCCCTACAAATTCAGGGCAA 
TEG IAVIFKBNIAPYKF RA 

912 

ACGTATACTACAAGGACATCGTTGTAACACGTGTGTGGAAAGGATACAGCCATACGT 
N V Y Y K D I V V T R V W K G Y..S H T 
167 

CCCTGTCCGACAGATACAATGACAGGGTTCCGGTTTCGGTGGAGGAGATCTTCGGTC 
S L S D RY N D R V P V S VE E I F G, 

1026 

TCATCGACAGTAAGGGAAAATGTTCGTCAAAGGCCGAGTACCTCAGAGATAACATCA 
LIDSKGKC S S KAEYLRDNI 
205 

TGCACCACGCGTACCACGACGACGAGGACGAGGTGGAGCTTGATTTGGTGCCGTCCA 
MHHAY HDDEDEVELDLVPS- 

1140 

AGTTTGCAACTCCGGGGGCCAGAGCCTGGCAGACCACCAACGATACTACGTCTTACG 
KFATPGARAWQTTNDTTSY 

FIG. 6-1 
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TGGGGTGGATGCCATGGAGGCACTACACCTCAACGTCTGTCAACTGCATCGTCGAGG 
V G W M P W R H Y T S T S V N C I V % 

AGGTGGAGGCGCGGTCCGTCTACCCCTACGACTCCTTCGCCCTGTCCACCGGTGATA 
EVEARSVYPYDS. FA LST .GD 

TTGTGTACGCGTCTCCGTTTTACGGCCTGAGGGCTGCCGCTCGCATAGAGCACAATA 
I VY AS P 'FYGL RAAAR I E H ^ g 

GCTACGCGCAGGAGCGTTTCAGGCAAGTTGAAGGGTACAGGCCCCGCGACTTAGACA 
S Y A Q E R F.R Q V E G Y R P R D L D 

GTAAACTACAAGCCGAAGAGCCGGTTACCAAAAATTTTATCACTACCCCGCATGTCA 
SKL QAEEPVTKNFITTPH V 

CCGTCAGCTGGAACTGGACCGAGAAGAAAGTCGAGGCGTGTACGCTGACCAAATGGA 
TVSW NW TEKKVEACTLTKW 

AAGAGGTCGACGAACTCGTCAGGGACGAGTTCCGCGGGTCCTACAGATTTACTATTC 
KEVDELVRDEFR GS YRFTI 

1596 

GATCCATCTCGTCTACGTTTATCAGTAACACTACTCAATTTAAGTTGGAAAGTGCCC 
RS1SSTFISNTTQF K. LESA 
395 * 

CCCTTACTGAATGTGTATCCAAAGAAGCAAAGGAAGCCATAGACTCGATATACAAAA 
PLTECVSK. EAKEAI DSIYK 

1710 

AGCAGTACGAGTCTACGCACGTCTTTAGCGGTGATGTGGAATATTACGTGGCACGCG 
KQYESTH VFSGDV EYYLAR 
433 

GGGGGTTCTTAATTGCATTCAGACCTATGCTCTCCAACGAACTCGCCAGGCTGTACC 
G GFL I A FRPMLS NELARLY 

182^ 

TGAACGAGCTTGTGAGATCTAACCGCACCTACGACCTAAAAAATCTATTGAACCCCA 
LNELV RSNRT .Y DLKNLL NP 
471 * 

ATGCAAACAATAACAATAACACCACGCGAAGACGCAGGTCTCTCCTGTCAGTACCAG 
NAN NNNNTTRRRRSLLS VP 

* * ■ 1938 
AACCTCAGCCAACCCAAGATGGTGTGCATAGAGAACAAATTCTACATCGCTTGCACA 
EPQPTQDGVHRE QILHRLH 
509 

AACGAGCAGtGGAGGCAACGGCAGGTACCGATTCTTCCAACGTCACCGCCAAACAGC 
KRA VEATAG TD S SNVTAKQ. 

* 2052 

TGGAGCTCATCAAAACCACGTCGTCTATCGAGTTTGCCATGCTACAGTTTGCATACG 
LELIKTTSSIEF AMLQFAY 
547 

ATCACATCCAATCCCACGTCAATGAAATGCTAAGTAGAATAGCAACTGCGTGGTGTA 
D H I Q S HVNEMLS R IATAW £ ■ 

CCCTCCAAAACAAAGAGCGGACCCTATGGAACGAAATGGTGAAGATTAACCCGAGCG 
TLQNK ERTLWN EMVKINPS 

FIG. 6-2 
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CCATAGTCTCCGCAACCCTTGACGAGCGAGTTGCAGCGAGGGTCCTGGGGGACGTGA 
AIVSATLDERVAARVLG DV 

2280 

TAGCTATAACGCACTGCGCCAAAATAGAGGGCAACGTGTACTTGCAAAACTCCATGC 
I A ITHCA K IEG NVY LQ N SM 

GCTCGATGGACAGTAACACGTGCTACTCCCGCCCCCCCGTAACATTTACAATTACTA 
R S M D S N T C Y S R P P V T F T I T 

2394 

AGAATGCAAACAACAGAGGGTCGATAGAAGGCCAGCTGGGAGAGGAGAACGAGATTT 
K^N . A NNRGSIEGQLGEENE I 

TCACGGAGCGCAAGCTGATCGAGCCGTGCGCCCTCAATCAGAAGCGCTACTTTAAGT 
FT ERKLIE PCAL NQKRYF K 

TTGGCAAAGAGTACGTTTACTAGGAGAACTACACGTTCGTCCGCAAAGTGCCCCCCA 
L„ G KEYVYY ENYTFVRKVP P 
699 * 

CGGAAATCGAGGTTATCAGCACGTACGTTGAACTAAACTTGACCCTTTTGGAAGACC 
TEI EVI STYVELNLTLLE D. 

GCGAGTTTCTGCCCCTGGAGGTGTACACGCGGGCTGAGCTGGAGGACACCGGCCTGC 
R 3? E F LPLEVYTRAEL EDTGL 

TAG AC T A C AG C G AAAT A C AG C G C C G C AA C C AG CT C C A C G CTCT C AG G TTTT A C GAC A 
L D Y S E I Q R R N Q L H A L R F.Y D 

TCGACAGCGTGGTCAACGTGGACAATACCGCAGTGATTATGCAGGGGATCGCCAGCT 
I D S VVNVDNTAVIMQGI AS 

TTTTCAAGGGCCTGGGTAAAGTGGGGGAGGCCGTGGGAACGCTCGTTCTCGGCGCCG 
FFKGLGKVGEAVG T L V L G A 

CCGGCGCTGTTGTTTCAACCGTATCTGGAATAGCTTCGTTTTTAAACAACCCATTTG 
A^G AVVST VSGIASFLNNPF 

GGGGGCTAGCCATCGGCCTGCTGGTAATCGCCGGCCTGGTAGCTGCGTTTTTTGCTT 
9. 9. LA'I GLL.V I AG LVAA F F A 

ACAGATATGTAATGCAGATCCGCAGTAACCCCATGAAAGCTCTATACCCCATAACAA 
| 51 R YV MQIR SN PMKALYP IT 

CAAAGGCCTTGAAAAACAAAGCCAAAACTTCCTACGGCCAGAACGAGGAGGACGATG 
TKAL KNKAKTS YGQNEEDD 

GGAGCGACTTTGATGAGGCCAAGCTTGAAGAGGCTCGCGAAATGATCAAATACATGT 
889 S D FDEAK LEEARE «IKYM 

CTATGGTTTCGGCCCTGGAAAAGCAGGAAAAGAAAGCTATAAAGAAAAACAGTGGGG 
SMV..SALEKQEKKAIKKNSG 

TTGGCCTGATCGCCAGTAACGTCTCAAAGCTGGCCCTGCGAAGGCGCGGTCCCAAAT 
l 21 Q L1AS NVSKLA L R RRGPK 

ATACCCGACTCCAACAGAACGATACCATGGAAAATGAAAAAATGGTTTAAACATGTT 
YTRLiQQNDTMENEK MV- 

TAATA_AATATTATGACACGTACTCAAAGTGTGACCTCATATTTGCATAACCACTTTC 
TAGTTCCGGCCCCAAGGATATTTAAGCCTAGTATCTCCGCCGAGG 

FIG . 6-3 
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Constructie van plasmiden die SHV-1 cd 14 bevatten 
Hodificatie van het S'-uiteinde vai> EHV-1 op U 
NbII 

P VM2LH6gl4 — > pMPl4M 

MPSYN2 40 tnutasenese 

NbI I' 

pVM2LH6gl4-l > pMP14H-34 

MPSYN2 41 mutasrenese 

Nae l (partieei)- / NbI I 

P VM2LH6gl4-l > PMP14M-63 

MPSY/N2 4 3 niutagenese 



Venri.iaering van vreemd EHV-1 DKA 
Dra l (partieei) /PstI 

PMP14M-63. : > PMP14M-63P 

HPSYN2 4 7 /MPSYN24B 

Verplaatsinp- van de H6 pronoter/5HV-1 op 14 naar het pHES svste 
Nrul (partieei) /Xhol 

pHES-4 



PHP14H-63P 



pHES-MP63 



pMP14M 





liraat 


Nrul (partieei) /Xhol 





-> pHES-MP63 



isolaat 2^8 kb fragment 



Nrul (partieei) 




— : — 

isolaat 7^2 kb fragment 






liraat 


Nrul 





-> pHES-HPl 



isolaat 2^8 kb fragment 
Nru l (partieei) 

pHES— MP63 



isolaat 7^2 kb fragment 



Nru l 

PHP14M-34 • 



li-aat 

: > pHES-HP34 



isolaat 2^7 kb fragment 
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MGCCGACCACGTCCCCTCCCCCACA£CCGCCCCTACCCGCTCGCCGCCCCGCACGT-fi«CCGC5CCCTBCTCGTGCAGGCG7ACGTGAC 

180 

CGTCGCCATGTGCGCCACTWCATTAMTCCGTTTCCTGATTCATCCCCACGCTCGGTCGTTTTTAAAACCGCGATGCGCGCiACCGGGGG 

270 

CCATTCGCACGCGCCATGGCCTCGCTCGCGCGTGCGATGCTCGCTCTGCTGGCGCTCTACGCGGCGGCCATCGCCGCGGCGCCGTCGACC 
MAS L A R AXIAL L A L T A A A I A A A P S T 

'360 

. ACGACGGCGCTCGACACGACGCCCUCGGGGGCGGCGGCGGCAACAGCAGCGAGGGAGAACTCTCCCCCTCTCCGCCCCCGACCCCCGCG 

7 T A L D T T P N GGGGGNSS E G ELSPSPPPTPA 
26 450 
CCCGCC7CGCCGGAGGCGGGCGCGGTCTCGACGCCCCCCGTCCCGCCGCCCTCGGTCTCGCCCAGGAAGCCCCCGCGGAACAACAACCGG 

PASPEA6AYSTPPYPPPS.YSRRKPPR HNNR 
56 540 
ACGCGCG7CCACGGCGACAAGGCCA£CGCGCA£GGGCGCAAGCGCA7CG7G7GCCGGGAGCGGC7GTTC7CGGCGCGGG7GGGGGACGCG 

7 R V KGD K A7A HGRKR I VCRERL F SAR VGD A 
B6 • 630 

G7CAGCT7CGGG7GCGCCG7C7TCCCGCGCGCCGGGGAGACC77CGAGG7CCGCnC7ACCGCCGCGGGCGCUCCGC7CGCCCGACGCC 

YSFGCAVFPRAGE7FEYRFYRRGR FRSPDA 
116 720 
WCCCCGAG7ACmGACGAGCCCCCGCGCCCGGAGC7CCCGCGGGAGCGGCTCC7C7TCAGC7CCGCCAACGCC7CCC7CGCCCACGCG 

DPE.TF0 EPPRPELPRERLLFS5ANASLAKA 
146 810 
GACGCGC7CGCGCCCG7CG7CG7CGAGGGCGACCCCGCGACCG7CGCCAACG7C7CGGGCGAGG7GTCCGTGCGCGTGGCCGCGGCGGAC 

OALAPVYVEGER A7YANVSSEY SVRYAAAD 
176 900 
GCCGAGA£CGAGGGCGTCTA£ACGTGGCGCGTGCTGTCCGCCAACGGCArCGAGGTCCGGAGCGCCAACG7CTCGCTCCTCC7GTACAGC 

A E 7 E G V T T W R VLSANG7EY R S A H V S L L ITS 
206 .990 
CAGCCCGAGnCGGCC7GAGCGCGCCGCCCG7CCTC7TCGG7GACCCCT7CCGGGCGG7G7GCC7CC7CCGCGAC7AC7ACCCGCGGCGC 

QPEFGLSAPPVLFGEPFRAYCYYRDYYPRR 
235 ' 1080 

AGCGTGCGCC7GCGC7GG7TCGCGGACGAGCACCCGG7GGACGCCGCCT7CG7GACCAACAGCACCG7GGCCGACGAGCTCGGGCGCCGC 

5.YRLRWFA0EHPY DAAFY7KS 7YADELGRR 
266 1170 
ACGCGCGTC7CCG7GG7GAACGT(^CGCGCGCGGACG7CCCGGGCC7CGCGGCCGCGGACGCCGCGGACGCGC7CGCGCCGACCC7GCGC 

TRYSVYNV7RA. DYP6LAAADAADALAP5LR 
296 1260 
7GCGAGGCCG7G7GGTACCGCGACAGCG7GGCCTCGCAGCGCT7C7CCGAGGCCaGCGCCCCCACG7C7ACCACCCGGCGCCGG7C7CC 

C EAVWYRDS V A 5 QR P S E A L RP H Y Y H P.A.AVS 
326 1350 
CTCCGC77CGTCGAGGGC77CGCCG7C7GCGACGGCC7C7GCG7GCCCCCGGAGGCGCGCC7CGCCTGG7CCGACCACGCCGCCGACACC 

YRF YEGFAYCDGLC VPPEARLAHSDHAAD7 
356 i**0 
G7C7ACCACC7CGGCGCC7GCGCGGAGCACCCCGGCC7GC7CAACG7GCGGAGCGCCCGCCCGCTG7CGGACC7CGACGGGCCCG7CGAC 

YY HLGACAEHPGLLKVR5ARPLSDL0GPY D 
366 IS30 
TACACC7GCCGCC7CGAGGGCC7GCCC7CGCAGC7GCCCG7CnCGAGGACACGCAGCGC7ACGACGCC7CCCCCGCG7CCG7GAGC7GG 

Y7CRLEGLPSOLPYF EO70R YDASPAS.VSW 

416 >«° 
CCCG7CGTGACCAGCA7GA7CG7CG7CA7CGCCGGCA7CGGGA7CC7GGCCA7CG7GC7GG7CA7CA7GGCGACG7GCG7C7ACTACCGC 
p Y V 5 S H I YY1AGJ G 1 L A J Y LV1 HA7CYYYR 

446 17,0 
CAGGCGGGGCCG7GACG7CCCGCGCG7CCCCCCCCCCACG7CGM7CAA7AAACGACAGCGACTCCGACCCGCGCCC7CGCGC77G7G7G 

4?6 A G 1724 FIG. 2 I 

7G7CGCGCGCGCCC 



9900034 




00034 



TGACCCCGCCCCGCCCGACTCCCCCGCGATTCCCCCCCTCTCTCACCUGCTCTCCATCTTCAATAAAGTATGTCTCAAACACCTAATTTG 

180 

CGTACGGCCTTGCTTACGGGGGGGGGTGCGATCCACGCCCAGCGGTCCATAAAAT7GGGTTGGCGCCCCAGGTTCCCATACACTCACCTG 

270 

CCAGCGCCATGCTGC7CGCAGCGCTATTGGCGGCGCTGGTCGCCCGGACGACGCTCGGCGCGGAC.GTGGACGCCG7GCCCGCGCCGACCT 
M I. L A A L I A A L V A R T T L G A 0 V D A V P A P 7 

360. 

7CCCCCCGCCCGCG7ACCCG7ACACCGAGTCG7GGCAGC7GACGC7GACGACGG7CCCC7CGCCCnCG7CGGCCCCGCGGACG7C7ACC 
FPPPAYPYTE SWQL7177 VP5PFVGP ADYY 
ZB 450 
ACACGCGCCCGC7GGAGGACCCG7GCGGGG7GG7GGCGC7GA7CTCCGACCCGCAGG7GGACCGGCTGC7GAACGAGGCGG7GGCCCACC 
HTRPLEDPCGVYALISDPQVDRLLHEAYA H 
58 540 
GGCGGCCCACG7ACCGCGCCCACG7GGCC7GG7ACCGCA7CGCGGACGGG7GCGCGCACC7GC7G7AC7T7A7CGAG7ACGCCGAC7GCG' 
R R P T Y RA H.YAW Y R I ADG CA H L L Y F I E'YAOC 
88 630 
ACCCCAGGCAGA7C77TGGGCGC7GCCGGCGCCGCACCACGCCGA7G7GG7GGACCCCG7CCGCGGAC7ACA7GTTCCCCACGGAGGACG 
DPRQI FGRCRR R77.PHKW7PSADY HFP7ED 
. 118 720 
AGC7GGGGC7GC7CATGG7GGCCCCCGGGCGGT7CAACGAGGGCCAG7ACCGGCGCCTGGTGTCCG7CGACGGCGTGAACATCC7CACGG 
ELGLLMYAPGRFN EGQYRRLYS V0GYNIL7 
148 810 
ACT7CA7GG7GGCGC7CCCCGAGGGGCAAGAG7GCCCG77CGCCCGCC7GGACCAGCACCGCACG7ACAAGTTCGGCGCGTGCTGGAGCG 
D- FHVALP EGQECPFA-RVDQHRT YKFG.ACVSi 
}78 900 
ACGACAGCTTCAAGCGGGGCGTGGACG7GA7GCGAT7CC70ACGCCGT7C7ACCAGCAGCCCCCGCACCGGGAGG7GG7GAAC7AC7GGT 
D D S F t RG V DV. HRF L 7P F Y QQ P P H R E V Y NYW 

YR CNGW7 L P R AYAA A7 P Y A I 0 PARPS AG5P 
238 10S0 
GGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCCCGGCCGAAGCCCGAGCCCGCCCCGGCGACGCCCGCGCCCCCCGACCGCCTGCCCG " 
RP RPRPRPRPRPRPK PEPAPA7PAPPDRIP 
268 1170 
'AGCCGGCGACGCGGGACCACGCCGCCGGGGGCCGCCCCACGCqGCGACCCCCGAGGCCCGAGACCCCGCACCGCCCCnCGCCCCGCCGG 
EPA7R DHAAGGRP7PRPPRPE7 PHRPFAPP 
298 1260 
CCG7CG7GCCCAGCGGG7GGCCGCAGCCCGCGGAGCCG77CCAGCCGCGGACCCCCGCCGCGCCGGGCG7C7CGCGCCACCGCTCGG7GA 
A V V P S 6 -W P Q P A E P F 0 P R 7 P A A P G Y S R H R 5 V 
326 1350 
TCG7CGGCACGGGCACCGCGA7GGGCGCGC7CC7GG7GGGCG7GTGCG7C7ACA7C77C77CCGCC7GAGGGGGGCGAAGGGG7ATCG0C 
I VG 7.G7AHGALLY GVCVY I F FRLRGAKGYR 
358 " 1440 

7CC7GGGCGG7CCCGCGGACGCCGACGAGC7AAAAGCGCAGCCCGG7CCG7AGCC7CCGCAG7ACCGGCG7CGA7GA7GA7GG7GGCGCG 
L LGGPAOAOELK AQPGP ET I P O 
3B8 1449 r \ \J . C sJ 

CGACG7GAC 
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